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SOMMAIRE 
La degradation d'un facteur de transcription est fonctionnellement connectee a l'activation 
transcriptionnelle. Le transactivateur du complexe majeur d'histocompatibilite de classe II 
(CIITA), est le regulateur principal de l'expression des genes du complexe majeur 
d'histocompatibilite (CMH II). II a ete demontre precedemment que CIITA est une proteine 
possedant une demi-vie courte. Dans cette etude, il est demontre que l'extremite N-terminale 
de l'isoforme III de CIITA (CIITA-FIII) lui induit une degradation rapide, ainsi que son 
activite de transactivation. II est egalement essentiel que cette sequence se trouve a l'extremite 
N-terminale de la proteine, car une deletion des acides amines de cette extremite entraine une 
stabilisation de la proteine. II est aussi demonte que les 10 premiers acides amines de CIITA-
FIII agissent comme degron mobile et sequence d'activation. L'incorporation de ces 10 acides 
amines a l'extremite N-terminale des formes stabilisees de CIITA entraine une augmentation 
de leur degradation et de leur activite de transactivation relative des genes du CMH II. Ces 
experiences suggerent que CIITA est degrade via le mecanisme d'ubiquitination N-terminale 
(UNT), ou la degradation proteique est produite grace a l'ubiquitination du groupe a-amine a 
l'extremite N-terminale des proteines. II s'agit de la premiere fois que ce m6canisme serait 
associe avec une augmentation de l'activite transcriptionnelle. Entre autres, cette activity est 
partagee pour les extremites N-terminales de plusieurs autres substrats connus d'ubiquitination 
N-terminale, tels Id2, Cdtl et MyoD. Nous demontrons que les residus arginines et prolines, a 
l'interieur de cette sequence N-terminale, contribuent a une degradation rapide et que dans le 
cas de CIITA, en plus de ces residus, les acides amines en position 2 et 3 influencent 
grandement la degradation de CIITA-FIII. Finalement, lors de cette etude, il est demontre que 
l'extremite N-terminale est responsable d'une augmentation de l'interaction avec des 
composants de la machinerie transcriptionnelle, telle que TBP, p300, p400/Domino, l'ATPase 
S8 du proteasome 19S et du complexe RFX se liant au promoteur des genes du CMH II. 
L'extremite N-terminale de CIITA-FIII permet ainsi un meilleur recrutement de la machinerie 
transcriptionnelle via sa degradation, augmentant ainsi son potentiel d'activation. Ces 
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experiences revelent une nouvelle fonction des extremites N-terminales non-modifiees lors de 
la degradation liee a l'activation de la transcription. 
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CHAPITRE 1 
INTRODUCTION 
Dans ce memoire, il sera demontre de quelle fafon 1'expression genique, que Ton croirais 
plutot associee au debut de la vie d'une proteine, est intimement reliee a la degradation 
proteique, soit la mort d'une proteine. Nous allons decrire dans cette etude comment 
l'ubiquitine et le proteasome interagissent avec l'extremite N-terminale de CIITA pour 
moduler l'expression genique des genes du CMH II. II s'agit d'une des premieres 
demonstration que la degradation de l'extremite N-terminale d'une proteine participe a 
l'activation de la transcription. 
1.1 Degradation des proteines via le systeme ubiquitine-proteasome 
Le systeme regulant la degradation proteique, le systeme ubiquitine-proteasome (SUP) 
(Hershko & Ciechanover, 1998) permet une regulation fines des proteines ayant des demi-vies 
variant de quelques minutes a plusieurs jours. La degradation proteique via le systeme 
ubiquitine-proteasome est un processus extremement complexe jouant un role majeur dans la 
regulation de plusieurs phenomenes cellulaires passant de la vie a la mort cellulaire. 
Le systeme ubiquitine-proteasome implique deux principales Stapes (Schema 1). La proteine 
cible est tout d'abord marquee par 1'addition d'une chaine de poly-ubiquitine grace a Paction 
de 3 ou 4 types d'enzymes. Ensuite, la proteine cible poly-ubiquitinylee est reconnue et 
degradee par le proteasome 26S. La conjugaison de l'ubiquitine, une proteine conservee de 76 
acides amines (aa), se fait en 5 etapes successives. Premierement, l'enzyme activatrice 
d'ubiquitine (El) active l'ubiquitine lors d'une reaction necessitant de l'ATP. II y a alors 
1 
formation d'un intermediaire hautement energetique lorsqu'il y a liaison de l'ubiquitine sur 
une cysteine de l'enzyme El par un lien thio-ester. Ensuite, l'ubiquitine activee est transferee 
sur une cysteine de l'enzyme de transport d'ubiquitine (E2) (Schema 1 etape 1). La deuxieme 
etape peut se faire de deux manieres differentes (Schema 1 etape A et B). La premiere option 
(A) consiste au transfert de l'ubiquitine par l'enzyme E2 sur la proteine ligase (E3). C'est 
ensuite l'enzyme E3 qui reconnait la proteine cible (Pickart, 2001). Pour la seconde option 
(B), l'enzyme E2 se lie directement a l'enzyme E3, qui a deja reconnu la proteine cible. E2 ou 
E3 reconnaissent un signal de degradation sur la proteine cible (degron). Troisiemement, la 
conjugaison consiste au transfert de la premiere molecule d'ubiquitine sur la proteine cible 
(Schema 1 etape 3). La molecule d'ubiquitine est generalement transferee sur un groupe amine 
d'une lysine interne de la proteine cible ( 6 - N H 2 ) (Schema 2A). Toutefois, elle peut egalement 
etre transferee au residu de l'extremite N-terminale (a-NH2) de la proteine par le mecanisme 
d'ubiquitination N-terminale (Schema 2B) (Ciechanover, 2005). En quatrieme etape, la 
proteine mono-ubiquitinyle est additionnee d'autres ubiquitine conjuguees sur la precedente 
sur la lysine48 de l'ubiquitine pour former une chaine de poly-ubiquitine avec l'aide de la E3 
(Schema 1 etape 4). Cependant, une autre ubiquitine ligase (E4) peut reconnaitre dans certains 
cas un substrat mono-ubiquitinyle et guider l'elongation de la chaine d'ubiquitine (Grossman 
et al, 2003). Finalement, c'est lorsque la chaine d'ubiquitine atteint au moins 4 ubiquitines que 
la proteine peut etre reconnue et degradee par le proteasome 26S (Schema 1 etape 5). Le 
proteasome 26S est compose du complexe proteolytique 20S, ainsi que de deux complexes 
19S aux extremites du 20S. Ainsi assemble, la coiffe 19S permet de reconnaitre les proteines 
ubiquitinylees, qui sont ensuite etre degrade en peptides par le proteasome 20S. La chaine 
d'ubiquitine est quant a elle decomposee par des ubiquitines peptidases (UBPs) et les 
molecules d'ubiquitines sont recuperees. 
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Schema 1: Systeme ubiquitine-proteasome. 1) Activation de l'ubiquitine. 2) Reconnaissance de la 
proteine cible. 3) Conjugaison de l'ubiquitine a la proteine cible. 4) Elongation de la chaine 
d'ubiquitine sur la proteine cible. 5) Degradation de la proteine reconnue par le proteasome 
Comme nous l'avons mentionne ci haut, l'ubiquitination peut se faire a une lysine interne ou 
sur un residu libre a l'extremite N-terminale d'une proteine. L'ubiquitination N-terminale fut 
decouverte apres avoir noter que la mutation de toutes les lysines internes de MyoD n'affectait 
pas sa stabilite (Breitschopf et al, 1998). Pourtant, la degradation etait realisee par le systeme 
ubiquitine-proteasome, car lors de 1'inhibition du proteasome, il y avait accumulation de 
MyoD. En plus, lors de l'etiquetage de l'extremite N-terminale, il y avait stabilisation de la 
proteine, tandis que l'etiquetage a l'extremite C-terminale n'affectait pas la stabilite de la 
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proteine (Breitschopf et al, 1998). Ces resultats suggeraient ainsi que l'ubiquitination de 
MyoD pouvait se faire sur le residu de l'extremite N-terminale. Par la suite plusieurs autres 
proteines ont ete identifiees avec la meme approche comme etant degradees par le mecanisme 
de degradation N-terminale, tel E7-16 (Reinstein et al, 2000), LMP1 (Aviel et al, 2000), 
LMP2A (Ikeda et al, 2002), Id2 (Fajerman et al, 2004) et p21 (Bloom et al, 2003). A ma 
connaissance, aucune interaction directe n'a encore ete demontree entre une ubiquitine et une 
proteine endogene, mais a la lumiere de ces resultats, l'ubiquitination N-terminale semble un 
mecanisme de degradation distinct qui est surement emprunte par plusieurs autres proteines. 
Bien que la fonction principale du systeme ubiquitine-proteasome soit la destruction proteique, 
il a ete demontre que l'ubiquitine et le proteasome peuvent effectuer de multiples fonctions 
cellulaires. En plus d'effectuer ses proprietes proteolytiques lies a l'homeostasie cellulaire, ce 
systeme contribue aussi a la production de peptides antigeniques presentees par les molecules 
du complexe majeur d'histocompatibilite de classe I (CMH I) (Goldberg et al, 2002). II 
possede aussi plusieurs fonctions non proteolytiques, lorsque la proteine cible est marquee 
d'une seule molecule d'ubiquitine (mono-ubiquitination) et que la proteine ne possede pas 
encore un signal de degradation. Ainsi, le systeme ubiquitine-proteasome controle l'activite de 
certains recepteurs (Terrell et al, 1998), la fonction des ribosomes (Spence et al, 2000), ainsi 
que la reparation de l'ADN (Russell et al, 1999). Considerant cette versatility, le systeme 
ubiquitine-proteasome permet d'affecter l'activite des composantes de la machinerie 
transcriptionnelle. 
4 
(a) PoiytAiquitm chain mads of Lyste-bourtd 
NH / ubiquitin moieties 
,c=o 
Ubiquitin 
;c=o 
I V 
X NfiW C^OOH 
Protein substrate 
(b) Q Pofyubiquitin chain made of Lysas-bojnd 
j.jfl \ / ubiquitin moieties 
Ubiquitin NH2 
•mm: 
X \^COOH 
Protein substrate 7/13VOS n ceil flwfflgy 
Schema 2 : Ubiquitination interne et de l'extremite N-terminale d'une proteine cible. A) 
Ubiquitination du groupement e-NH2 d'une lysine interne (K). B) Ubiquitination N-terminale du 
groupement a-NH2 sur le premier residu (X) de l'extremite N-terminale. (Ciechanover & Ben-Saadon, 
2004) 
1.2 La transcription genique 
La transcription est un processus cellulaire qui permet a 1'information genetique, stockee dans 
l'ADN, d'etre decodee par la synthese d'un ARN messager (ARNm) complementaire avec 
l'aide d'une ARN polymerase (Pol IT). L'ARNm sera traduit par les ribosomes en proteines 
fonctionnelles dans la cellule (Schema 3). La transcription est l'un des processus centraux de 
la vie cellulaire et est controlee par un systeme de regulation complexe et sophistique. Ce 
systeme permet, avec l'aide des regulateurs, facteurs de transcription et de la chromatine, de 
reguler de fafon precise l'expression genique. Toutefois, il faut que tous ces composantes 
soient coordonnes pour obtenir une reponse efficace. Toutes les composantes de la machinerie 
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transcriptionnelle doivent etre present au bon endroit, au bon moment et en quantite suffisante 
pour activer correctement les genes. II est maintenant clair que le systeme ubiquitine-
proteasome a aussi des fonctions essentielles lors de l'obtention d'une transcription efficace. 
Toutefois, il est aussi implique avec autre barriere a la transcription, la chromatine. 
Transcription Traduction 
ADN • ARNm • P r o t e i n e 
Schema 3 : La circulation de l'information genetique. 
1.3 Regulation de la chromatine par ubiquitination 
Les constituants de base de la chromatine sont les nucleosomes, qui sont eux-memes 
constitues d'histones ; HI, H2A, H2B, H3 et H4, autour desquels l'ADN s'enroule. Les 
histones H2A, H2B, H3 et H4 forment un octamere (2x (H2A, H2B,H3,H4)) qui permet 
l'enroulement de 146 paires de bases d'ADN afin de former un nucleosome (Downs et al, 
2007). Ceci confere a l'ADN son ler degre de condensation. L'histone HI permet quant a elle 
le 2eme degre de condensation de l'ADN. Elle permet la compaction des nucleosomes et en 
rigidifie la structure helicoi'dale. La chromatine est elle-meme plus ou moins condensee 
(Belmont, 2003). Pour controler l'expression genique, il doit y avoir restructuration de la 
structure chromatinienne. Dans la plupart des cas, pour etre exprime, l'ADN doit etre 
decompacte, en remodelant les histones afin de permettre la fixation de facteurs de 
transcription sur l'ADN et leur expression. Une structure chromatinienne possedant une 
condensation de l'ADN faible permettant l'expression genique est appelee euchromatine. 
Tandis que la structure chromatinienne possedant une condensation de la chromatine elevee, 
plutot associe a un role structural, est appelee heterochromatine (Narlikar et al, 2002). Les 
histones sont sujettes a plusieurs modifications post-traductionnelles, principalement a leur 
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extremite N-terminale, pour restructurer la chromatine. Les principales modifications sont 
l'acetylation, la methylation, la phosphorylation et l'ubiquitination. Selon l'hypothese du code 
des histones, la nature combinatoires de ces modifications permet d'etendre considerablement 
le potentiel de 1'information du code genetique (Jenuwein & Allis, 2001). Mais en general, 
l'acetylation est plutot associee a une activation de la transcription (Grunstein, 1997), la 
methylation est associee a une activation ou une repression de la transcription, selon les 
residus methyls (Berger, 2007), la phosphorylation est elle aussi associee a 1'activation 
transcriptionnelle (Nowak & Corces, 2004) et finalement l'ubiquitination sera discute plus en 
details ici-bas. 
L'une des premieres associations de l'ubiquitine sur une proteine fut trouvee sur la 
chromatine. La version ubiquitinylee de 1'histone 2A H2A etait alors consideree comme une 
proteine unique semblable aux histones et qui etait nominee A24 (Goldknopf et al, 1975). II a 
ete par la suite demontre que H2A est preferentiellement ubiquitinylee au promoteur du gene 
HSP70 chez la drosophile (Levinger & Varshavsky, 1982). C'est grace a ces resultats qu'en 
1986, l'apport de l'ubiquitination de H2A sur la transcription a ete analyse chez les 
mammiferes, plus precisement chez la souris. lis a ete note que la mono-ubiquitination de 
H2A accompagne une ouverture de chromatine de 10 kilo bases autour du locus K des genes 
d'immunoglobuline (Huang et al, 1986). En fait, l'ubiquitination de H2A n'etait pas seulement 
presente aux regions transcriptionnellement actives, mais aussi sur la chromatine compactee, 
ayant pour seule difference la proportion d'histones ubiquitinyles. En fait, il a ete rapporte 
qu'il y a plus de mono et de poly-ubiquitination de H2A sur les genes actifs et que 1'histone 
2B etait preferentiellement ubiquitinyld dans les zones transcriptionnellement actives de la 
chromatine (Nickel et al, 1989). 
C'est un peu plus tard, grace a des mutations dirig6es sur les sites conserves de H2B, qu'il a 
ete possible de mieux caracteriser un des mecanismes d'ubiquitination de la chromatine chez 
la levure. Rad6, une ligase E2, permet la mono-ubiquitination de la lysine 123 de H2B in vivo 
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(Robzyk et al, 2000). Cette ubiquitination permet par la suite 1'induction d'une autre 
modification, la methylation. Cette methylation de l'histone H3 aura un effet inhibiteur sur la 
transcription. Ainsi, H3 methyle par Setl conduit a l'inhibition de la transcription des genes 
telomeriques (Sun & Allis, 2002) (Schema 4A). Dependamment du gene cible, 
l'ubiquitination de la chromatine peut activer ou inhiber la transcription, demontrant ainsi 
toute sa versatility. 
1.4 Recrutement du proteasome a la machinerie transcriptionnelle 
Une des premieres evidences de Taction du proteasome sur la transcription a ete 
P identification, il y a plus de 15 ans, de la proteine Sugl (Rpt6) par complementation 
(Swaffield et al, 1992). Cette composante du complexe 19S du proteasome participe avec Gal4 
a Pactivation des genes GAL1-10 (Swaffield et al, 1992). En voyant que Sugl se liait 
directement au domaine d'activation acide de Gal4, les auteurs ont stipule que Sugl etait, tout 
comme Gal4, un co-activateur de la transcription participant a Pactivation des genes GAL1-10 
(Swaffield et al, 1992). Dix ans plus tard, le mecanisme d'action fut mieux caracterise, 
demontrant que seulement certaines proteines du complexe 26S du proteasome etaient 
recrutees au promoteur. La partie APIS du complexe 19S du proteasome serait recrutee 
independamment du 20S pour jouer un role direct et non proteolytique au promoteur des genes 
GAL 1-10 (Gonzalez et al, 2002), affectant positivement l'ARN polymerase II (Ferdous et al, 
2001). 
Les fonctions du proteasome 19S sur la transcription ne se resument pas seulement a 
Pinteraction avec Gal4. Chez les genes du complexe majeur d'histocompatibilite de classe II 
(CMH II), la proteine Sugl du proteasome permettrait Pacetylation de l'histone H3. En 
absence se Sugl, l'histone H3, au promoteur des genes du CMH II est compromise. II est aussi 
demontre que la liaison entre Sugl et CBP est critique au recrutement de CBP au promoteur 
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des genes du CMH II(Koues et al, 2008) (Schema 4B). Ainsi, le proteasome permettrait done 
aussi la modification d'histones et le recrutement de composantes de la machinerie 
traductionnelle, lui ajoutant ainsi une fonction supplemental dans la regulation de la 
transcription. 
Egalement, grace a des experiences d'immunoprecipitation de la chromatine liee a 1'analyse 
sur micro puce a ADN (ChIP on chip) sur une grande partie du genome, il a ete possible de 
noter que le proteasome interagit avec un grand nombre de genes, mais aussi que les sous-
unites 19S et 20S ne semblent pas reguler les memes genes dans tous les cas (Sikder et al, 
2006). Ainsi il a ete demontre que les proteines proteosomales sont associees a la plupart des 
genes chez Saccharomyces cerevisiae. Selon leurs etudes, ce n'est pas tous les genes qui sont 
affectes par les sous-unites 19S et 20S, mais particulierement ceux du metabolisme des acides 
nucleiques transcrits par l'ARN polymerase II (Auld et al, 2006). Lors d'une autre etude 
d'association du proteasome, il a aussi ete possible de voir qu'il est utile lors du metabolisme 
des lipides. En plus, chez un mutant ou l'activite du proteasome est reduite, il est possible de 
noter que sur les genes des proteines ribosomales, le complexe proteasome -ARN polymerase 
II etait present en plus grande quantite, suggerant ainsi que le proteasome aurait un role a jouer 
sur la dissociation du complexe d'elongation (Auld et al, 2006). Pour finir, en voyant la co-
localisation du proteasome et des proteines traitees par ce dernier (Spt23 et Mga2), leurs 
analyses suggerent egalement que le proteasome peut aussi permettre d'activer un facteur de 
transcription, et qu'apres 1'avoir active, il le degrade pour laisser la place a un autre (Auld et 
al, 2006). 
Done, il est possible d'affirmer que le proteasome est intimement lie a l'activite 
transcriptionnelle a plusieurs niveaux, ce qui laisse croire que plusieurs nouveaux genes 
regules par celui-ci seront etudies au cours des prochaines annees. 
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1.5 Regulation des facteurs de transcription par ubiquitination 
Le maintient d'une reponse cellulaire normale exige une bonne regulation de la transcription 
genique. Un des moyens de controler la transcription par le systeme ubiquitine-proteasome est 
de reguler les facteurs de transcription par l'ubiquitination. II existe plusieurs niveaux 
auxquels le systeme ubiquitine-proteasome peut influencer les facteurs de transcription, soit en 
controlant leur localisation, activite, abondance ou l'abondance et l'activite a la fois. Done la 
cellule possede plusieurs armes a son ratelier pour controler la transcription. 
1.5.1 Regulation de la localisation subcellulaire 
Un exemple de regulation de la transcription en regulant l'abondance d'un facteur de 
transcription est celle de N F K B (Schema 4C). Le mecanisme consiste a controler la 
localisation cellulaire du facteur de transcription. N F K B est emprisonne dans le cytoplasme par 
sa proteine inhibitrice IKB. Cependant, lors d'une reponse inflammatoire, IKB est phosphoryle, 
ubiquitinyle et finalement degrade par le proteasome, permettant a N F K B d'entrer dans le 
noyau et d'activer certains genes relatifs a Pimmunite innee et adaptative (Palombella et al, 
1994). L'effet contraire est aussi note sur p53 lorsque la ligase WWP1 induit son 
ubiquitination, ce qui l'envoie dans le cytoplasme et limite ainsi son activite transcriptionnelle 
(Laine & Ronai, 2007). 
1.5.2 Regulation de l'activite 
Une autre fa9on d'influencer la transcription est de reguler l'activite des facteurs de 
transcription. Par exemple, les proteines ciblees par la famille d'ubiquitine ligase Cdc34/SCF 
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sont degradees par le proteasome 26S. Dans le cas du facteur de transcription Met4, 
l'ubiquitination est principalement faite par SCFMet30. La forme ubiquitinyle, mais non 
degradee, de Met4 peut encore lier le promoteur, mais n'est pas capable d'assembler 
correctement le complexe d'initiation de la transcription, le rendant ainsi inactif. C'est 
seulement Taction de certaines hydrolases qui permet a Met4 d'etre de-ubiquitinyle et de 
restaurer sa fonction (Kaiser et al, 2000). Un autre exemple comprend p53 qui voit sa fonction 
modifiee par la E3 ligase E4F1 (Schema 4D). E4F1 permet l'ubiquitination de p53, sans pour 
autant etre degrade, et Iui permet de se lier a la chromatine pour permettre une bonne activite 
transcriptionnelle de p53 (Le Cam et al, 2006). 
1.5.3 Regulation de la quantite 
Pour ce qui est de la regulation de l'abondance d'un facteur de transcription, l'exemple de p53 
est des plus loquasse. Le suppresseur de tumeur p53 est une proteine avec une demi-vie courte 
qui est maintenue a un niveau tres faible dans les cellules. Suite a un stress, comme un 
dommage a l'ADN, p53 augmente rapidement en quantite et induit l'arret du cycle cellulaire. 
Une regulation etroite de la quantite de p53 cellulaire est done de mise pour une croissance et 
un developpement cellulaire normal. Cette regulation se fait via l'ubiquitine ligase Mdm2 ; 
celle-ci se lie a p53 sur son domaine d'activation et induit sa degradation, reduisant par 
consequent son activite transcriptionnelle (Haupt et al, 1997; Kubbutat et al, 1997). Etant 
donne que Mdm2 est active par p53, ce mecanisme de degradation permet de maintenir le 
niveau cellulaire de p53 bas. Ainsi, ce mecanisme d'autoregulation controle la duree de la 
reponse de p53 empechant alors l'apoptose de la cellule. Tandis qu'en reponse a un stress, 
Mdm2 possede moins d'affinite pour p53 du a la phosphorylation de celui-ci (Toledo et al, 
2006). Quelques temps plus tard, il a ete demontrer que la poly-ubiquitination de p53 se fait 
grace a p300 qui agirait comme E4 ligase (Grossman et al, 2003) (Schema 4E). 
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Schema 4: Exemples d'effets du systeme ubiquitine-proteasome sur la transcription. A) 
Regulation de la chromatine. B) Regulation de la transcription par le proteasome. C-F) Regulation du 
facteur de transcription. C) Localisation. D) Activity. E) Quantity. F) Transcription couple a la 
degradation : 1) GCN4 recrute la formation de l'holoen2yme PolII, 2) SrblO phosphoryle GCN4. 3) 
GCN4 est poly-ubiquitinyle et detruit par le proteasome. G) Regulation de l'ARN polymerase II. 
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1.5.4 Transcription couplee a la degradation 
Dans ce mode de fonction, Pactivateur est detruit en effectuant sa fonction d'activation, le but 
etant de limiter le nombre d'evenements d'activation de transcription de certains genes. C'est 
un mecanisme hybride entre celui de la regulation de l'abondance et de l'activite, comme dans 
le modele de la veuve noire (Tansey, 2001). Dans ce modele, Pactivateur est immediatement 
detruit suite a son recrutement de la machinerie transcriptionnelle. C'est le cas du facteur de 
transcription GCN4, proteine tres instable. Sa degradation par le proteasome est une suite 
d'evenements qui est initiee par sa phosphorylation par la proteine SrblO. C'est le signal qui 
provoque la poly-ubiquitination de GCN4 et sa destruction. Le fait inusite de ce mecanisme 
est que SrblO fait partie de l'holoenzyme de l'ARN polymerase. Done la destruction de 
GCN4, mediee par SrblO, est intimement liee a sa capacite d'activer la transcription, car elle a 
besoin d'un des composants (SrblO) pour le diriger vers au proteasome. De ce fait, le 
promoteur est libere pour eviter plusieurs activations successives par le raeme facteur de 
transcription (Chi et al, 2001) (Schema 4F). 
Parmi les evidences fonctionnelles de ce mecanisme, le chevauchement du domaine 
d'activation de la transcription et du signal de degradation chez les facteurs de transcription en 
est une importante. Ce chevauchement est retrouve chez la plupart des facteurs de 
transcription instables (Muratani & Tansey, 2003). Un exemple chez la levure de ce 
chevauchement a ete demontre chez VP16, Pactivateur de la transcription des genes precoces 
du virus Herpes simplex (Salghetti et al, 2001). II a ete note que le domaine d'activation acide 
de VP 16 induit sa propre degradation par le systeme ubiquitine-proteasome. Egalement, lors 
de la depletion de l'ubiquitine ligase Met30, VP16 n'est plus ubiquitinyiee, mais en plus de ne 
pas etre degradee, elle ne permet plus d'activer plus la transcription. Toutefois, dans les 
memes conditions lors de l'ajout d'une premiere ubiquitine a VP16, celle-ci est capable 
d'activer ses genes cibles. II est done stipule que l'ubiquitination de VP16, mediee par Met30, 
permet Pactivation de la transcription dans un mode non degradatif et que VP16 est ensuite 
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degrade par le proteasome (Salghetti et al, 2001). Ainsi, il a ete demontre que l'ubiquitination 
permet de reguler la fonction du domaine d'activation d'un facteur de transcription a l'aide de 
deux signaux, soit 1'activation de la transcription et la degradation de Tactivateur. 
Egalement, un autre lien a ete etablit entre le systeme ubiquitine-proteasome et la transcription 
chez Gal4. La fonction non proteolytique du complexe 19S servirait a destabiliser la liaison du 
complexe activateur-ADN au promoteur sous une reaction dependante de l'ATP. Tandis que 
la fonction de la mono-ubiquitination de Gal4, dependante du domaine d'activation, serait de 
le proteger de Taction du 19S (Archer et al, 2008). Ces decouvertes laissent croire que la 
mono-ubiquitination est importante au recrutement de Gal4 au promoteur, tandis que le 
complexe 19S possede plusieurs fonctions. La premiere fonction du 19S est qu'il empeche 
1'activation de la transcription en liberant le promoteur. II permettrait ainsi de liberer le 
promoteur lorsqu'il est utile d'activer la transcription des genes GAL1-10 avec Gal4 mono-
ubiquitinyle. La seconde fonction serait que suite a son action de destabilisation, l'activite 
ATPase du proteasome 19S permettrait de remodeler le complexe de pre-initiation pour avoir 
une elongation de la transcription active suite a 1'activation par Gal4 mono-ubiquitinyle 
(Ferdous et al, 2007). Une des certitudes est que les ph&iomenes de mono-ubiquitination et de 
destabilisation sont importants pour une bonne activation de ces genes cibles. 
1.6 Regulation des etapes de la transcription par ubiquitination 
Une des autres cibles possible du systeme ubiquitine proteasome est TARN polymerase II. La 
Pol II est l'enzyme principale de la transcription, elle permet de synthetiser TARNm a partir 
de l'ADN en trois etapes, soit Tinitiation, T elongation et la terminaison de la transcription. Si 
une de ces trois Stapes n'est pas achevee, il n'y aura pas de production proteique. 
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1.6.1 Effet direct de rubiquitination 
Lors de T initiation de la transcription, le complexe de pre-initiation doit se former. Cette etape 
peut aussi etre controlee par ubiquitination, le tout etant medie par un complexe multi-
proteique appele Mediator faisant un lien entre l'ARN ploymerase II et les facteurs de 
transcription . Une des sous-unite du complexe Mediator, mMED8, permet l'integration au 
complexe des elongines B et C, ainsi que Cul2 et Rbxl, associees au role d'ubiquitine ligase. 
Ainsi constitue, Mediator possede une fonction d'ubiquitine ligase, mais nous ne connaissons 
pas encore sa proteine cible (Brower et al, 2002). On peut alors stipuler que mMED8 permet 
de reguler la transcription en recrutant l'activite ubiquitine ligase dans le complexe 
d'initiation. Ceci pourrait alterer les fonctions du facteur de transcription ou de la polymerase 
directement en l'ubiquitinylant. 
1.6.2 Effets indirects de l'ubiquitination 
La deuxieme etape de la transcription est Telongation. En effet, chez certains genes, apres la 
phosphorylation du domaine C-terminal (CTD) de l'ARN polymerase II, lors de l'initiation de 
la transcription, la transcription peut etre arretee par le facteur negatif d'elongation (NELF), 
un peu apres le promoteur proximal. Pour permettre une elongation productive, il doit y avoir 
recrutement du facteur positif d'elongation de la transcription (P-TEFb). Ainsi, P-TEFb 
phosphoryle NELF et hyperphosphoryle le CTD de la Pol II, ce qui relache NELF de la 
polymerase et lui permet de poursuivre son action (Price, 2000). L'ubiquitination joue un role 
dans ce mecanisme. Lors de 1'activation par la proteine VP 16, il a ete demontre que sa mono-
ubiquitination augmentait Telongation de la transcription de ses genes cibles (Kurosu & 
Peterlin, 2004). C'est l'ubiquitination du domaine d'activation acide de VP16 qui permet le 
recrutement de P-TEFb. Plus tard, le meme groupe de recherche, a caracterise un peu mieux le 
mecanisme sur une autre proteine, CIITA-FI (Drozina et al, 2006). Dans ce cas, la mono-
15 
ubiquitination de CIITA-FI permet sa phosphorylation et cette phosphorylation recrute P-
TEFb permettant une elongation active des genes du CMH II (Schema 4G). 
Finalement, la regulation par le systeme ubiquitine-proteasome a aussi des effets post-
transcriptionnels permettant la terminaison de la transcription. II doit y avoir une poly-
adenylation de l'ARN produite par la Pol II pour terminer correctement la transcription. Dans 
ce cas particulier, le facteur de transcription Gal4 est degrade selon deux modes distincts. II 
peut etre degrade independamment de la transcription pour seulement restreindre son nombre 
ou, suite a son activation de la transcription. Lors de ce deuxieme mode d'action, la proteine 
Dsgl/Mdm30 permet l'etape cruciale de la degradation de Gal4 apres son activation de ses 
genes cibles (Muratani et al, 2005). Si cette etape est delaissee, il n'y aura pas phosphorylation 
correcte du CTD de la Pol II, entrainant une absence de production de la coiffe et de la poly-
adenylation de l'ARN. Sans ces etapes, l'ARN ne peut etre reconnue par les ribosomes et etre 
traduit. C'est pourquoi, Dsgl/Mdm30 et la degradation par le proteasome est indispensable 
pour une bonne efficacite de la traduction. 
Done, plusieurs fa?ons ou le systeme ubiquitine-proteasome peuvent influencer la regulation 
de la transcription ont ete demontrees. Comme nous l'avons vu, elle est regulee selon plusieurs 
mecanismes distincts. En voyant comment le systeme ubiquitine-proteasome permet de 
reguler la transcription de proteines tel p53 et Gal4, nous pouvons ainsi constater son vaste 
repertoire d'action. Cependant, il est facile de constater que cette variete coincide fortement 
avec le nombre croissant d'ubiquitine ligase (E3). Etant donne la complexity des interactions 
proteiques et toutes leurs fonctions cellulaires, il est fort probable de croire qu'en augmentant 
le nombre de ligases (et ainsi le nombre de fonctions de ses Iigases) il sera plus facile pour la 
cellule de moduler une reponse adequate a ses besoins. Ainsi, la mort proteique est au service 
de la vie cellulaire. 
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1.7 Immunite innee vs adaptative 
Le systeme immunitaire peut se diviser en deux branches, soit 1'immunite innee et adaptative. 
II doit y avoir de multiples interactions entre les deux pour que la reponse immune soit 
correcte. Cependant, si une des deux est defectueuse, c'est l'organisme en entier qui peut etre 
affects. 
L'immunite innee est la premiere barriere de defense contre les pathogenes invasifs et a 
comme fonction principale la surveillance primaire (Calandra et al, 2003; Janeway, 2001). 
Ensuite, les cellules presentatrices d'antigenes (CPA), comportant les cellules dendritiques, 
macrophages et cellules B, a la base de l'immunite innee, permettent l'enclenchement de la 
reponse adaptative. Ainsi, l'immunite innee permet la differentiation du soi et du non soi et est 
principalement lie aux motifs moleculaires associes aux pathogenes, ou PAMP (pathogen-
associated molecular patterns), qui sont des composants commun pour plusieurs 
microorganismes, par exemple les lipopolysaccharides (LPS) et qui ne sont pas present chez 
l'humain. La liaison des PAMP aux recepteurs Toll (TLR) a la surface des CPA mene a la 
phagocytose ainsi qu'a la presentation des antigenes aux cellules T (Cresswell & 
Lanzavecchia, 2001) et a l'elaboration de l'immunite adaptative (Kelly et al, 2002; Smyth et 
al, 2001). 
La fonction de l'immunite adaptative est 1'elimination des antigenes du non soi et la creation 
d'une memoire immunitaire. Ses constituants sont les cellules B et T. L'immunite adaptative 
est seulement elaboree suite a la rencontre d'antigenes du non soi, qui ont ete presentes par les 
CPA. La complexity de la discrimination entre le soi et le non soi lors de la reponse adaptative 
implique une inactivation fonctionnelle des lymphocytes reagissant contre le soi. 
L'etablissement d'une reponse adaptative, par rapport a la reponse innee, est plus longue, mais 
une fois etablie elle est memorisee et permet par la suite une reponse plus rapide au contact du 
17 
meme antigene (Schema 5). Cependant, etant donne que la reponse innee est toujours plus 
rapide, c'est celle-ci qui constitue la premiere ligne de front, avant l'arrivee de Tartillerie 
lourde adaptative (Smyth et al, 2003). 
Ce sont les molecules du complexe majeur d'histocompatibilite qui jouent un r61e majeur lors 
du traitement et de la presentation antigenique, connectant ainsi l'immunite innee et 
adaptative. 
1.8 Les molecules du complexe majeur d'histocompatibilite : Structure et fonctions 
Les molecules du complexe majeur d'histocompatibilite (CMH) sont des composants 
essentiels du systeme immunitaire. II s'agit des molecules qui presentent l'antigene aux 
cellules T. lis sont divise en deux classes : CMH I et CMH II, qui presentent respectivement 
les antigenes aux cellules T cytotoxiques CD8+ et aux cellules T CD4+. 
Les molecules du CMH I sont exprimees sur la plupart des cellules nucleees et la presentation 
d'antigenes aux cellules T cytotoxiques CD8+ induit la mort cellulaire des cellules malignes 
ou infectees. Tandis que les molecules du CMH II sont seulement exprimees de maniere 
constitutive sur les cellules presentatrice d'antigenes (CPA), les cellules matures B et cellules 
T activees. Les molecules du CMH II presentent des fragments peptidiques d'antigenes, 
derives de pathogenes extracellulaires, aux recepteurs a la surface des cellules T CD4+ 
(Cresswell, 1994). La presentation antigenique mediee par les molecules du CMH II permet de 
diriger l'initiation, la propagation et la maintenance de l'immunite adaptative contre un 
pathogene (Cresswell, 1994). Finalement, l'activation de la cascade de signalisation 
intracellulaire par les molecules du CMH II participe a modifier les fonctions et le sort des 
CPA. Les molecules du CMH II contribuent de la sorte a l'activation des cellules dendritiques 
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et des macrophages ainsi qu'a la regulation la proliferation des cellules B et leurs 
differentiation en plasmocytes producteurs d'anticorps (Al-Daccak et al, 2004). 
Les molecules du CMH II sont des glycoproteins heterodimeriques (chaines a et P) 
transmembranaires disposees a la surface des cellules specialises du systeme immunitaire. 
Chez l'humain, il existe trois isotypes du CMH II classiques, utilises pour la liaison et 
presentation antigenique a la surface des CPA ; HLA-DR, HLA-DP et HLA-DQ et deux non 
classiques, utilises pour la transformation interne des antigenes ; HLA-DO et HLA-DM 
(Janeway, 2001) (Schema 6). Ainsi, les molecules du CMH II sont a la base de plusieurs 
fonctions cle dans le systeme immunitaire. 
1.9 Expression du CMH II 
L'expression des molecules du CMH II est sous le controle d'un mecanisme moleculaire strict, 
lui conferant une fonction critique. II existe deux modes d'expression des genes du CMH II, 
constitutive et inductible. II y a expression constitutive principalement chez les cellules 
epitheliales du thymus et les CPA de la moelle osseuse (cellules B, macrophages et cellules 
dendritiques). La plupart des autres cellules n'expriment pas les genes du CMH II, cependant 
elles peuvent etre induite par l'interferon-y (IFNy). Ces deux modes d'expression peuvent etre 
regules spdcifiquement selon les cellules par une variete de stimuli secondaires (LeibundGut-
Landmann et al, 2004). 
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Schema 5 : Regulation de la transcription des gdnes du CMH II (Reith et al, 2005) 
Le module SXY present au promoteur de tous les genes du CMH, est lie par quatre facteurs ; RFX, 
CREB, NFY et une proteine n'etant pas encore identifiee. Ce complexe multi-proteique permet le 
recrutement de CIITA au promoteur, il est recrute par les quatre facteurs ci-haut par interactions 
proteiques, CIITA ne lie pas l'ADN. CIITA coordonne le recrutement des facteurs impliques dans les 
modifications de la chromatine, soit CBP, p300, PCAF, BRG1 et CARM1. CIITA coordonne aussi des 
facteurs impliqu£s dans l'initiation de la transcription, tel TFIID et TFHB, ainsi que des facteurs 
d'Elongation de la transcription; P-TEFb. 
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L'expression constitutive et inductible des genes codant pour le CMH II chez l'humain est 
principalement regulee au niveau de la transcription par un module de regulation hautement 
conserve dans les promoteurs de tous les genes du CMH II, le module SXY (Boss & Jensen, 
2003; Reith & Mach, 2001; Ting & Trowsdale, 2002). Ce module de regulation, specifique au 
CMH II, est constitue de quatre elements ; les boites S, X, X2 et Y. Quatre facteurs cles, 
regulant la transcription des genes du CMH II, ont ete identifies en isolant les genes mutes des 
patients atteints du BLS (Klein et al, 1993; Reith & Mach, 2001) et en caracterisant des 
lignees de cellules B n'exprimant pas les genes codant pour le CMH II (bare lymphocyte 
syndrome, BLS) (Accolla, 1983; Accolla et al, 1986; Steimle et al, 1993). Ces facteurs sont 
CIITA (Steimle et al, 1993), RFX5 (regulatory factor 5) (Steimle et al, 1995), RFXAP (RFX-
associated protein) (Durand et al, 1997) et RFXANK (RFX-associated ankyrin-containing 
protein) (Masternak et al, 1998), egalement appelee RFX-B (Nagarajan et al, 1999). Les 
proteines RFX forment un complexe et se lient specifiquement a la boite X du module SXY 
(Durand et al, 1997; Nagarajan et al, 1999; Reith et al, 1988; Steimle et al, 1995), une proteine 
encore non identifiee lie la boite S, CREB lie X2 et NF-Y la boite Y (Mantovani, 1999; 
Moreno et al, 1999; Muhlethaler-Mottet et al, 2004) et le tout forme le « enhanceosome » du 
CMH II. La transcription des genes codant pour le CMH II est declenchee lorsque CIITA est 
recrute par le « enhanceosome » (Schema 5) (Boss & Jensen, 2003; Reith & Mach, 2001; 
Ting & Trowsdale, 2002). 
1.10 CIITA : le maitre des clefs 
CIITA est Pactivateur principale genes du CMH II. C'est un activateur qui ne lie pas l'ADN, il 
est recrute au promoteur des genes du CMH II par des interactions avec les proteines RFX, 
CREB et NF-Y (Schema 5) (Masternak et al, 2000; Steimle et al, 1993). II coordonne les 
multiples evenements requis pour Pactivation de la transcription, dont le recrutement des 
facteurs generaux d'initiation de la transcription, TFIID et TFIIB (transcription factor IID et 
IIB) (Fontes et al, 1997a; Mahanta et al, 1997). II permet la phosphorylation de l'ARN 
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polymerase II et interagit avec P-TEFb (positive transcription elongation factor b) (Kanazawa 
et al, 2000; Spilianakis et al, 2003). II recrute les co-activateurs qui alterent l'accessibilite de la 
chromatine en induisant l'acetylation ou la methylation des histones (Zika & Ting, 2005). 
Finalement, il recrute le facteur de remodelage de chromatine BRG1 (brahma-related gene 1) 
(Mudhasani & Fontes, 2002). La fonction de CIITA est aussi modulee par des modifications 
post-traductionnelles. La phosphorylation de certains acides amines peut augmenter la 
formation d'oligomeres, son interaction avec d'autres facteurs cles et sa capacite d'activer le 
promoteur du CMH II (Sisk et al, 2003; Tosi et al, 2002). La phosphorylation d'autres sites 
peut aussi diminuer l'activite transcriptionnelle de CIITA (Greer et al, 2004). Son expression 
est principalement regulee au niveau de la transcription (Steimle et al, 1993, Muhlethaler-
Mottet et al, 1997), par lTNFy (Steimle et al, 1994), par des modifications de l'ARNm (De 
Lerma Barbara et al, 2005) et de la stabilite proteique (Schnappauf et al, 2003). 
La transcription de CIITA est realisee grace a une region regulatrice contenant quatre 
promoteurs distincts, pi, pll, pill et pIV (Muhlethaler-Mottet et al, 1997). pll est seulement 
retrouve chez l'humain, son activite transcriptionnelle est tres basse et sa fonction est encore 
inconnue. Les trois autres promoteurs codent pour leur propre premier exon et possedent tous 
les autres exons en commun, donnant lieu a trois formes d'ARNm de CIITA qui different a 
leur extremite 5' (Schema 6) (Muhlethaler-Mottet et al, 1997). Les trois ARNm, derives de 
pi, pill et pIV, contiennent un codon d'initiation dans le deuxieme exon, alors que les exons 
additionnels de pi et pill contiennent des codons d'initiation additionnels codant pour des 
extensions specifiques de la partie N-terminale de la proteine de 101 et 24 acides amines 
respectivement. La forme derivee du promoteur I (CIITA-FI) contient un premier exon 
contenant une sequence homologue CARD (caspase recruitment domain) de plus que les 
autres isoformes (Nickerson et al, 2001). 
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Schema 6 : Structure de la region r£gulatrice du gene codant pour CIITA (Reith et al, 2005) 
La transcription de CIITA est r£alis6e grace a une region rdgulatrice contenant quatres promoteurs 
distincts (pi, pll, pill et pIV). Le promoteur II,retrouve chez l'humain, a une activity transcriptionnelle 
tres basse et sa fonction est encore inconnue. Les trois ARNm, derives de pi, pill et pIV, codent pour 
des prolines de 132, 124 et 121 kDa respectivement et different par leur extr£mite N-terminale. Leur 
region commune contient un domaine d'activation acide (DE), un segment riche en proline, serine et 
threonine (PST), un domaine central liant la GTP, lone region C-terminale riche en repetitions de 
leucines (LRRs) et au moins trois signaux de localisation au noyau (NLS1, NLS2 et NLS3). L'isoforme 
derive du pi contient un domaine de recrutement de caspase (CARD). 
Pour ce qui est de la structure primaire de CIITA, elle possede une region C-terminale riche en 
repetitions de leucines (LRRs, leucin-rich repeats) et un domaine liant la GTP au centre. 
L'association d'une partie centrale ayant un domaine liant les nucleotides et un C-terminal 
avec LRR est caracteristique des families de proteines NLR (nucleotide-binding 
oligomerization domain (NOD)-like receptor). L'extremite C-terminale de CIITA est implique 
dans son auto-association (formation d'un homodimere), sa localisation au noyau et son 
recrutement au « enhanceosome » (Hake et al, 2000; Reith & Mach, 2001). L'extremite N-
terminale contient trois segments riches en proline, serine et threonine et un domaine 
d'activation transcriptionnelle, une region riche en acides amines acides, qui interagit avec les 
proteines effectrices impliquees dans l'initiation de la transcription (Riley et al, 1995; Zhou & 
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Glimcher, 1995). Ce domaine d'activation est contenu dans les 125 acides amines de 
l'extremite N-terminale (numerotation provenant de la forme III) et forme deux helices-a 
acides (ahl et ah2). Ces helices interagissent avec TFIID, via la sous-unite TAFn32, pour 
permettre a CIITA d'activer la transcription des genes codant pour le CMH II (Fontes et al, 
1997b). 
Le domaine d'activation acide de CIITA semble agir comme celui de VP 16, en interagissant 
avec les composantes de la machinerie transcriptionnelle et co-activateurs tels TBP, p300/CBP 
et PCAF (Cress & Triezenberg, 1991; Ting & Trowsdale, 2002). Egalement, comme VP16, 
CIITA permet un recrutement de P-TEFB par sa mono-ubiquitination, ce qui augmente 
l'interaction de CIITA-FI avec la sous-unite CycTl de P-TEFB (Drozina et al, 2006; Kurosu 
& Peterlin, 2004). De recents resultats suggerent aussi que l'ubiquitination de CIITA permet le 
recrutement plus efficace de l'ATPase Sugl au promoteur des genes du CMH II. Sugl 
permettrait de stabiliser le complexe de CIITA au promoteur, augmentant ainsi son pouvoir 
d'activation (Koues et al, 2008). 
Des travaux anterieurs de notre laboratoire ont indiques que 1'isoforme III de CIITA est 
degrade par le systeme ubiquitine-proteasome, avec une demi-vie de 30-40 minutes, et que le 
domaine d'activation acide de l'extremite N-terminal induit cette degradation (Schnappauf et 
al, 2003). Des fusions au N-terminal de CIITA permettent de stabiliser la proteine 
(Schnappauf et al, 2003). Ce qui suggere que l'ubiquitination de CIITA pourrait se faire via le 
mecanisme d'ubiquitination N-terminale. Lors de travaux de l'equipe Ting, on a avance que la 
mono-ubiquitination de CIITA stimulait son potentiel d'activation (Greer et al, 2003). 
Toutefois, les auteurs ont utilise une version etiquetee a l'extremite N-terminale de CITTA, 
qui lui confere une forte stabilite avec une demi-vie de plus de 4hrs (Greer et al, 2003). II sera 
done essentiel de verifier cette theorie sur des versions non etiquetees et naturelles de CIITA. 
24 
1.11 Hypotheses et objectifs 
Ce travail consiste done a analyser la relation entre la degradation et la structure de l'extremite 
N-terminale de CIITA avec son efficacite d'activation de la transcription des genes codant 
pour le CMH II. Pour etablir les objectifs de mon projet, nous sommes partis des hypotheses 
suivantes; en premier lieu, que la degradation de CIITA aurait un role sur son activite 
transcriptionnelle et en second lieu, que sa region N-terminale contribuerait de fa9on 
importante a cette activite en interagissant avec d'autres proteines du mecanisme 
transcriptionnel, via l'ubiquitination ou via d'autres interactions. 
Le premier objectif du projet fut d'analyser les degrons et d'etablir la relation entre la 
degradation et le potentiel d'activation de CIITA. Etant donne que nous avons une 
stabilisation de la proteine des 1'isoforme VI de CIITA, ceci nous indique que la degradation 
peut etre principalement mediee par les premiers 24 acides amines. II incombe alors 
d'investiguer cette extremite par des deletion et mutations ponctuelles de CIITA-Fill. 
Egalement, la comparaison de plusieurs formes naturelles et mutantes de CIITA par analyse de 
leur capacite d'activation des genes du CMH II nous indique que cette activation est similaire 
jusqu'a une deletion des 35 premiers acides amines (CIITA-A36). La deletion de 53 acides 
amines (CIITA-A54) voit l'activation de CIITA fortement reduite par rapport aux autres 
formes, tandis que la deletion de 101 acides amines (CIITA-A102) produit une activation 
minimale des genes du CMH II. Ce qui porte a croire que le domaine d'activation comporte 
des residus importants pour la transactivation entre les 35 et 54e acides amines. 
Ensuite, le deuxieme objectif du projet fut de caracteriser le mecanisme de degradation. 
Plusieurs indices cites plus haut, dont la stabilisation proteique lors d'une fusion a l'extremite 
N-terminale de CIITA, nous permettent de croire que le modele de degradation le plus 
probable est l'ubiquitination N-terminale. En caracterisant plus finement cette extremite par 
mutations ponctuelles des premiers acides amines et par comparaison de l'extremite N-
terminale de CIITA avec des substrats connus d'ubiquitination N-terminale, nous pourrons 
identifier quels acides amines sont importants pour la degradation de l'isoforme III de CIITA. 
Le dernier objectif du projet flit de caracteriser les evenements en aval suite a l'arrivee de 
CIITA au promoteur du CMHII. II faudra verifier le recrutement de CIITA et des differents 
mutants au promoteurs des genes du CMH II. Ainsi que de trouver ses partenaires lors de 
l'activation des genes du CMH II. 
Ces analyses permettront de mieux caracteriser l'effet de l'extremite N-terminale de CIITA 
sur sa degradation et sur l'activation de ces genes cibles ; les genes du complexe majeur 
d'histocompatibilite de classe II. 
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CHAPITRE 2 
RESULTATS 
2.1 Introduction du manuscrit: Degradation, promoter recruitment and 
transactivation mediated by the extreme N-terminus of MHC class II transactivator 
CIITA isoform III 
La principale decouverte de ce manuscrit est que l'extremite N-terminale de l'isoforme 
III de CIITA est importante pour sa degradation et permet une meilleure activation de la 
transcription des genes du CMH II. Cette augmentation de potentiel d'activation est due, 
au moins en partie, a un meilleur recrutement des composantes de la machinerie 
transcriptionnelle. 
Cette etude revele une nouvelle fonction des extremites N-terminales libres lors de la 
degradation liee a l'activation de la transcription. La relation entre la degradation 
proteique et l'activation de la transcription est bien documentee, mais encore mal 
comprise. Un des mecanismes d'induction de la degradation est l'ubiquitination du 
groupe a-amine a l'extremite N-terminal des proteines. Le transactivateur du complexe 
majeur d'histocompatibilite (CMH) de classe II, CIITA est le regulateur principal de 
l'expression des genes du CMH II et il est demontre qu'il s'agit d'une proteine qui 
possede une demi-vie courte. Dans cette etude, il est demontre que l'extremite N-
terminale de l'isoforme III de CIITA (CIITA-FIII) induit une degradation rapide, ainsi 
que son activite de transactivation. II est egalement essentiel que cette sequence se trouve 
a l'extremite N-terminale de la proteine. Les 10 premiers acides amines de CIITA-FIII 
agissent comme degron mobile et sequence d'activation, tout comme les extremites N-
terminales de plusieurs autres substrats d'ubiquitination N-terminale, tels Id2, Cdtl et 
MyoD. Les residus arginines et prolines a l'interieur de cette sequence N-terminale 
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contribuent a une degradation rapide. Dans le cas de CIITA, son extremite N-terminale 
est responsable de Pefficacite du recrutement in vivo de CIITA au promoteur des genes 
HLA-DRA. Elle est aussi responsable d'une augmentation de l'interaction de CIITA avec 
les composants de la machinerie transcriptionnelle, tel que TBP, p300, p400/Domino, 
l'ATPase S8 du proteasome 19S et du complexe RFX se liant au promoteur des genes du 
CMH II. 
Ma contribution a ce manuscrit peut se resumer par la realisation du travail experimental 
(exception faite de la figure 7.B), de la conception de toutes les figures et a la 
participation a la redaction de l'article. 
Le manuscrit present dans ce memoire par Beaulieu et collegues intitule : Degradation, 
promoter recruitment and transactivation mediated by the extreme N-terminus of MHC 
class II transactivator CIITA isoform III, est presentement sous revision dans le journal 
scientifique Nucleic Acids Research. 
Ces resultats apportent de nouvelles evidences de 1'importance de l'extremite N-
terminale des proteines sur la degradation et sur l'activation de la transcription. Ces 
decouvertes pourront probablement s'appliquer a d'autres activateurs transcriptionnels. 
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the extreme N-terminus of MHC class II transactivator CIITA isoform 
III 
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ABSTRACT 
The relationship between protein turnover and transcriptional activation is well 
documented, but still poorly understood. One mechanism to induce degradation is via 
ubiquitination of the N-terminal a-amino group of proteins. The major histocompatibility 
complex (MHC) class II transactivator CIITA is the master regulator of MHC-II gene 
expression and we showed earlier that CIITA is a short-lived protein. We show here that 
the extreme N-terminal end of CIITA isoform III induces both rapid degradation and 
transactivation. It is essential that this sequence resides at the N-terminal end of the 
protein. The first ten amino acids of CIITA isoform III act as a portable degron and 
transactivation sequence, as do the N-terminal ends of several known N-terminal 
ubiquitination substrates, such as Id2, Cdtl and MyoD. Arginine and proline residues 
within the N-terminal ends contribute to rapid turnover. The N-terminal end of CIITA 
isoform III is responsible for efficient in vivo recruitment to the HLA-DRA promoter and 
increased interaction with components of the transcription machinery, such as TBP, p300, 
p400/Domino, the 19S ATPase S8, and the MHC-II promoter binding complex RFX. 
These experiments reveal a novel ftmction of free N-terminal ends of proteins in 
degradation-dependent transcriptional activation. 
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INTRODUCTION 
Gene expression and the ubiquitin-proteasome system (UPS) are connected via several 
different mechanisms (1,2). The 26S proteasome is composed of a 20S proteolytic 
complex and a 19S regulatory cap, and genome-wide protein-chromatin association 
studies in S. cerevisiae revealed that both subunits interact with a large number of genes, 
correlating with transcription. However, there was only a partial overlap of binding 
patterns and many genes interact preferentially with only one or the other complex (3,4). 
On the other hand the 26S proteasome also associates clearly with a large number of 
genes in vivo and inhibition of proteolysis interferes with the expression of many genes 
(3-6). Furthermore, many transcriptional activators, especially those with acidic 
activation domains (AADs) are short-lived proteins and transcriptional activation 
domains (TADs) often overlap closely with protein destabilizing sequence motifs 
(degrons) (7,8). 
Ubiquitination is not only involved in transcription initiation. Turnover of the yeast 
transcription factor Gal4 was shown to be important for the co-transcriptional processing 
of Gal4-dependent mRNAs (9), while mono-ubiquitination of an artificial activator 
containing a VP16 AAD increased the interaction with the positive transcription 
elongation factor (P-TEFB) and stimulated transcriptional elongation rather then 
initiation (10). Ubiquitin is usually linked covalently at its C-terminus to the e-amino 
group of an internal lysine residue in the target protein, but the free a-amino group of the 
N-terminal end of a protein can also serve as a substrate for fusion with ubiquitin (11-
14). Apart from inducing protein degradation, the functional consequences of N-terminal 
ubiquitination (NTU) are unknown at present. 
MHC class II (MHC-II) molecules serve as antigen presentation molecules for CD4-
positive T cells and thus play a crucial role for the adaptive immune response. MHC-II 
genes show complex transcriptional regulation with cell-type specific constitutive and 
inducible expression patterns (15,16). The MHC-II transactivator CIITA is the master 
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regulator of MHC-II gene transcription (15-18). CIITA does not bind to DNA directly 
and is recruited to MHC-II gene promoters via protein-protein interactions with the 
ubiquitously expressed RFX, CREB and NF-Y complexes, which bind to conserved 
MHC-II promoter elements in an enhanceosome-like fashion, but are unable to activate 
MHC-II genes in the absence of CIITA (15,16,19-23). Thus CIITA is the main activator 
of MHC-II gene transcription and a close quantitative correlation exists between CIITA 
and MHC-II gene expression (24). 
CIITA contains an N-terminal AAD, a region rich in proline, serine and threonine (P/S/T 
region), a central GTP-binding domain and a C-terminal leucine rich repeat domain 
(LRRs, Fig. 1A) (17,25). Alternative promoter usage leads to the generation of three 
isoforms of CIITA (CIITA-FI, -Fill, and -FIV), differing only in their N-terminal ends 
(26) (Fig. IB). The initiation codon of CIITA-FIV is situated in the common exon 2, and 
thus CIITA-FIV (1106 amino acids) starts at M25 of CIITA-FIII (1130 amino acids) (Fig. 
IB, C). Exons 1 of CIITA-FI (1208 amino acids) and Fill have their own in-frame 
initiation codons leading to two different N-terminal ends of respectively 94 or 17 amino 
acids N-terminal to the splice junction of the common exon 2 (Fig. IB). 
The N-terminal AAD of CIITA appears to function in a similar manner as the well-
characterized AAD of VP 16, interacting with components of the basal transcription 
machinery and co-activators such as TBP-associated factors (TAFs), p300/CBP and 
PCAF (25,27). Both the VP16 AAD and CIITA stimulate not only transcriptional 
initiation, but also elongation by recruiting P-TEFB, and in both cases a synthetic fusion 
of the activation domain with a non-polymerizable mono-ubiquitin chain led to increased 
interaction with the CycTl subunit of P-TEFB (10,28). 
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Figure 1. Domain structure of naturally occurring isoforms of CIITA and N-terminal 
deletion mutants used in this study. A) Domain structure of CIITA; numbering refers to CIITA-
FIII (K120 isoform). B) N-terminal ends of naturally occurring forms CIITA-FI, -Fill and -FIV 
generated through alternative promoter usage. C) Amino acid sequence of the AAD of CIITA-
Flll (single letter code). Acidic amino acids are shown in italic. The N-terminal ends of CIITA-
FIV and of N-terminal deletion mutants are indicated by arrows, and replacement of K i 2 o by IE in 
the I120E121 isoform is also indicated. 
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We found earlier that CIITA-FIII is rapidly turned over by the UPS, showing a half-life 
of about 30-40 minutes and that regions within the P/S/T domain and within the first 100 
amino acids of the AAD mediate degradation (29). N-terminal fusions with epitope-tags 
greatly stabilized CIITA, suggesting that CIITA-FIII might be a substrate for the NTU 
pathway (29). Ting and colleagues reported that mono-ubiquitination of CIITA 
stimulates its transactivation potential in a nondegradative manner (30). However, these 
experiments were carried out with N-terminally tagged forms of CIITA-FIII that, in 
agreement with our results (29), were strongly stabilized showing a half-life of over 4 h 
(30). 
Structure/function analysis of CIITA has so far predominantly relied on the use of N-
terminally epitope-tagged versions of CIITA. Here we analyzed the contribution of the 
N-terminal ends of naturally occurring forms and engineered (but untagged) mutants of 
CIITA to the activation of endogenous MHC-II genes. The different naturally occurring 
forms of CIITA and several engineered mutants all show an inverse correlation between 
protein expression levels and transactivation potential, with CIITA-FIII being the lowest 
expressed and transcriptionally most active form. Low protein expression levels are due 
to increased turnover. Even very short N-terminal deletions or point mutations within the 
N-terminal end of CIITA-FIII stabilize the protein and lead to a loss of transactivation 
potential. Furthermore, the first ten amino acids of CIITA-FIII and of several previously 
characterized substrates of the NTU pathway confer increased turnover and 
transactivation to truncated and stabilized forms of CIITA. Thus N-terminal ends of NTU 
proteins can function as portable degrons and transactivation domains. Proline and 
arginine residues within these N-terminal ends contribute to rapid turnover. Finally we 
provide evidence that CIITA-FIII is recruited to the HLA-DRA promoter more efficiently 
compared to the more stable forms, and interacts more strongly with components of the 
transcription machinery and MHC-II promoter binding proteins. 
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MATERIALS AND METHODS 
Cell culture and transfections. The CIITA-negative cell line HEK293-EBNA 
(Invitrogen) was grown in DMEM supplemented with 5 % fetal calf serum. HEK293-
EBNA cells were transfected by CaP04 precipitation. Transfectants were selected for at 
least two weeks with hygromycin B (200 ng/ml, Calbiochem) and analyzed in bulk. 
Expression vectors and cDNA expression constructs. cDNA constructs were expressed 
using EBV episomal expression vector EBS-NPL (20). EBS-constructs for CIITA-FIII, 
A36, A54, A102 and Myc6-FIII have been described (29). These and the other CIITA 
forms used here were generated on the backbone of a CIITA-FIII ( I 1 2 0 E 1 2 1 ) cDNA 
lacking the 3'UTR (31). CIITA forms with different N-terminal ends were generated by 
exchanges with restriction fragments from other CIITA cDNA clones, by PCR 
mutagenesis, or via oligonucleotide adaptors. All constructs were verified by sequencing. 
CHTA-specific antisera. Rabbit antiserum K5 has been described (32). Serum K5 was 
raised against an E.coli expressed N-terminal fragment of CIITA (amino acids 25 to 408 
of CIITA-FIII). Serum K22 was raised against an E.coli expressed C-terminal fragment 
of CIITA (amino acids 335 to 1130 of CIITA-FIII). Both sera were absorbed on HeLa 
acetone powder. Serum K22 recognizes all CIITA forms used in this study equally well, 
but serum K5 showed higher sensitivity and was used for most experiments. Comparison 
of sera K5 and K22 on full length and truncated forms of CIITA showed that serum K5 
recognizes mainly antigenic determinants within the AAD. CIITA-FI, -Fill, -FIV and 
A36 are all recognized equally well, while D54 is underestimated about twofold and A102 
about eightfold compared to CIITA-FIII in western blots when using serum K5 ( (32); 
and data not shown). 
35 
Other antibodies and antisera. mAb RW144 (33) recognizing both p300 and 
p400/Domino (34), was kindly provided by Dr. DM Livingston. The p300 specific mAb 
RW128 (33) was obtained from Novus Biologicals. The rabbit antisera specific for TBP 
(sc-273), RFX5 (#100-401-194), and the 19S ATPase S8 (A300-791A) were from Santa 
Cruz Biotechnology, Rockland Immunochemicals, and Bethyl Laboratories, respectively. 
The Hsp90 specific rabbit antiserum (35) was kindly provided by Dr RM Tanguay. 
Flow cytometry analysis. Flow cytometry analysis of live cells was performed on a 
FACSCalibur instrument (Becton Dickinson). Cells were stained with anti-human HLA-
DR coupled to Quantum Red (Clone HK14, Sigma). 
Cycloheximide (CHX) treatment, protein extraction, co-immunoprecipitation, and 
quantitative western blotting. Transfected HEK293-EBNA cells were incubated with 
200 ng/ml of CHX (Sigma) for the indicated times. Freeze-thaw protein extraction, SDS-
PAGE, semi-dry blotting and western blotting were carried out as described (20,29). 
Unless indicated otherwise, 40(xg of protein extract was separated on 6 % gels. For co-
immunoprecipitation assays, protein extract was immunoprecipitated with CIITA-specific 
antiserum K5 and protein A-sepharose and proteins were transferred by wet blot. Primary 
antibodies were detected using the Supersignal West Femto kit (Pierce), and exposure to 
x-ray films, with the exception of S8, which was detected using Reliablot reagent (Bethyl 
Labs). Films were scanned on a GS-800 calibrated densitometer (BioRad) and quantified 
using the Quantity One software (BioRad). 
ChIP assays. ChIP assays were performed as described (36) with the CIITA-specific 
antiserum K22. As a control ChIP was performed without antibody. HLA-DRA promoter 
fragments were amplified with primer pair Fl/Rl (Supplementary table 1) and analyzed 
by QPCR. 
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Knock down experiments using lentiviral shRNA expression vectors. p300-specific 
lentiviral shRNA constructs #1 (RHS3979-9630956) and #2 (RHS3979-9607274) cloned 
in the pLKO.l vector were obtained from Open Biosystems. As a control we used the 
pVLTHM vector expressing a scrambled shRNA sequence. Recombinant lentiviruses 
were produced in Hek293T cells using psPAX2 packaging and pMD2.G VSV G 
envelope vectors according to protocols from the Trono laboratory 
('http://tronolab.epfl.ch/). pVLTHM, psPAX2 and pMD2.G were kind gifts of Dr. Didier 
Trono. Hek293-EBNA-CIITA-FIII cells at 25% density were infected with lentivirus 
preparations in the presence of 4 |xg/ml polybrene. Cells were analyzed three days after 
infection. 
Gene expression and QPCR analysis. Total RNA was isolated (AbsolutelyRNA kit; 
Stratagene) and first-strand cDNA generated with random nonamers using Expand RT 
(Roche). QPCR was performed using Power SYBR® Green PCR Master Mix reagents 
(ABI) on an ABI 7500 instrument. Samples were normalized for HPRT expression. 
Primer sequences are shown in Supplementary Table 1. 
RESULTS 
Steady state levels and turnover rates of different isoforms of CIITA are correlated 
inversely to transcriptional activity. Three forms of CIITA are generated via alternative 
promoters, (CIITA-FI, -Fill, -FIV; Fig. IB). During our initial cloning of CIITA isoform 
III, we also noted the existence of a fully functional variant form of CIITA, where 
position Km (numbering refers to CIITA-FIII) is replaced by I 1 2 0 E 1 2 1 through alternative 
splicing (Fig. 1C, Supplementary Fig. SI) (17). In the Burkitt lymphoma cell line Raji, 
which expresses mostly CIITA-FIII, both forms are expressed in similar amounts (data 
not shown). Unless specified, all constructs used here are Ii2oEi2iforms of CIITA. 
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We first compared the transactivation potency of the naturally occurring CIITA forms 
(FI, Fill, FIV and F I V - K 1 2 0 ) and of N-terminal deletion mutants CIITA-A36, -A54 and -
A102 (Figs. 1C and 2). All constructs were expressed in HEK293-EBNA cells, which are 
negative for CIITA and MHC-II gene expression (20,29,32). Stable transfectants were 
analyzed by flow cytometry for HLA-DR cell surface expression (Fig. 2A). HLA-DR 
expression levels of transfectants of all natural CIITA isoforms and of CIITA-A36 were 
very similar, while CIITA-A54 showed a clearly reduced HLA-DR cell surface 
expression, which was even lower for CIITA-A102 (Fig. 2A). HLA-DR molecules are 
aP-heterodimers and expression of the corresponding HLA-DRA and HLA-DRB genes 
was determined by RT-QPCR. HLA-DRB mRNA expression levels, which were lower 
than HLA-DRA copy numbers, correlated very closely with HLA-DR cell surface 
expression (Fig. 2B). In addition, considerably higher HLA-DR expression levels were 
observed at intermediate time points of hygromycin B selection indicating that expression 
levels in stable CIITA-transfected HEK293-EBNA cells are not at saturation levels 
(Supplementary Fig. S5A). Thus HLA-DR cell surface expression is a reliable measure 
for the transactivation potency of CIITA. 
We next analyzed CIITA steady-state protein expression levels in these transfectants by 
western blotting with the CIITA-specific antiserum K22, which was raised against amino 
acids 335-1130 and thus recognizes all CIITA forms equally well (Fig. 2C). CIITA-FIII 
was expressed at the lowest levels, while CIITA-FI and all truncated forms, including the 
naturally occurring FIV forms showed higher steady-state levels. Expression levels 
increased incrementally with the progressive shortening of the N-terminal AAD, with 
A36, A54, and A102 each showing a higher expression than the next longer form (Fig. 
2C). 
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Figure 2. Steady-state protein expression levels and relative MHC-II activation potential of 
naturally occurring and engineered N-terminal variants of CIITA. A) Stable transfectants of 
indicated CIITA-variants were generated in HEK293-EBNA cells and bulk transfectants analyzed 
for cell surface HLA-DR expression by flow cytometry. NPL indicates cells transfected with 
empty expression vector (EBS-NPL). Mean fluorescence intensities (MFI) for the different 
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transfectants are shown. B). HLA-DRA and HLA-DRB expression of mature (spliced) mRNA 
was determined by RT-QPCR. mRNA expression levels (scale on left) were determined with 
linearized plasmid DNA as standards. HLA-DR expression of the cells used for RNA isolation is 
also shown (scale on right). Expression levels were normalized and expression of CIITA-FIII was 
set at 100 (values and standard errors from 2 independent experiments). C) Western blot analysis 
for CIITA protein expression of cells shown in (A). CIITA was detected with serum K22 (top). 
Asterisks indicate non-specific bands. The blot was stripped and re-probed with an Hsp90-
specific antiserum as loading control (bottom). D) Determination of relative transactivation 
potential of different CIITA forms based on MFI values of cell surface HLA-DR expression 
compared to CIITA protein expression levels. The activity of CIITA-FIII was set at 100. Values 
are derived from duplicates of flow cytometry analysis, protein extraction and western blotting. 
E) For the generation of the stable transfectants in lanes 4 to 8, the indicated amount of EBS-
NPL-CI1TA-A36 expression plasmid was completed to 2.5 fig of DNA with empty EBS-NPL 
expression vector. Stable bulk transfectants were analyzed for CIITA protein expression, HLA-
DR cell surface expression and relative transactivation potential was determined as in figure 2 A-
D. For CIITA-FIII (lane 2), the lower band corresponds to CIITA-FIV. The intensities of both 
bands were added together and set at 100. 
Thus CIITA-FIII activated MHC-II expression as well as the other forms (FI, FIV, and 
A36) despite the fact that it was expressed at a much lower level. Therefore the 
transactivation potential of different forms of CIITA was inversely correlated to protein 
expression levels and CIITA-FIII was the relatively most active form. Western blotting 
carried out under conditions that permitted reliable quantification of protein expression 
levels (see Supplementary Fig. S2) revealed that CIITA-FIII shows at least a 5-fold 
higher relative transactivation potential compared to the other naturally occurring forms 
of CIITA and A36 (Fig. 2D). These results were highly reproducible in multiple 
transactions and comparable results were also obtained in transient transfections 
(Supplementary Fig. S3). 
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In order to test more directly whether the transactivation potential of truncated CIITA 
forms was indeed reduced when compared to CIITA-FIII, we generated HEK293-EBNA 
cell lines expressing reduced amounts of CIITA-A36. For this we co-transfected various 
amounts of CIITA-A36 expression vector together with empty EBS-NPL expression 
vector and selected stable transfectants, which were analyzed by western blotting for 
CIITA expression and flow cytometry for HLA-DR expression (Fig. 2E). In cells 
expressing protein levels of CIITA-A36 comparable to CIITA-FIII (Fig. 2E, lanes 5, 6), 
the HLA-DR cell surface expression is considerably lower compared to the cells 
expressing CIITA-FIII. This experiment confirmed that N-terminal truncation of CIITA-
FIII leads to loss of transactivation potential, when the protein expression level is taken 
into account. 
The peptide sequence encoded by exon 1 of CIITA-FI shows homology to caspase 
activation and recruitment domains (CARD) and Nickerson and colleagues reported that 
when equal amounts of DNA are transfected transiently, Flag-CIITA-FI shows a higher 
transcriptional activity compared to Flag-CIITA-FIII (37). Protein expression levels of 
CIITA were not analyzed. However, when CIITA protein expression levels are taken into 
account, CIITA-FI is actually transcriptionally less active than CIITA-FIII (Fig. 2). 
Many degradation signals are dependent on serine phosphorylation, and Drozina and 
colleagues showed that phosphorylation of S 3 5 7 in CIITA-FI (corresponding to S280 in 
CIITA-FIII) is involved in ubiquitination and transactivation (28). Phosphorylation leads 
to the appearance of a double band for CIITA in western blots and we observed double 
bands for all our constructs, including A36 constructs with N-terminal ends from other 
proteins. We treated protein extracts of cells expressing CIITA-FIII, -FIV, -A36, -A54 
and -A102 with ^-phosphatase and found that in all cases the upper of the two bands 
disappeared, suggesting that all forms tested here are partially phosphorylated 
(Supplementary Fig. S4). The feet that the double band is present for all naturally 
occurring and engineered mutants analyzed here suggests that the observed stabilization 
of natural variants and mutants is not related to changes in phosphorylation levels. 
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Rapid protein turnover of CIITA-FIII depends on the integrity of its N-terminal 
end. To determine whether increased steady-state levels of expression were due to 
increased protein stability, we analyzed CIITA turnover by western blotting after 
cycloheximide (CHX) treatment. We obtained very similar results for CIITA-FIII, -A36, -
A54, and -A102 with this approach compared to our earlier pulse chase experiments (Fig. 
3) (29). CIITA-FIII was the form with the shortest half-life of approximately 30 min 
(Fig. 3A, lanes 4, 5; Supplementary Fig. S5A). The N-terminal end of CIITA-FIII has to 
remain free, since addition of an N-terminal Myc6-epitope tag stabilizes the protein as we 
show here by CHX treatment (Fig. 3A, lanes 10, 11) and as we showed earlier in pulse 
chase experiments (29). The rapid turnover of CIITA-FIII in transfected cells reflects the 
physiological situation, since we found a similar turnover rate also for endogenous 
CIITA-FIII in Raji cells in pulse chase experiments (Supplementary Fig. S5B). CIITA-FI 
was slightly more stable than CIITA-FIII with a half-life of ~45 min determined by 
western blotting after CHX treatment and pulse chase experiments (Fig. 3A, lanes 2, 3, 
Supplementary Fig. S5C). All other forms of CIITA tested, including both forms of 
CIITA-FIV (K120 and I120E121) showed increased stability (Fig. 3A, B). For these and 
similar experiments shown below we used a CIITA-specific antiserum raised against 
amino acids 25-408 of CIITA (serum K5, (32). Serum K5 shows a better sensitivity than 
serum K22 on full length CIITA, allowing more precise quantification (see also Materials 
and Methods). 
The previous experiments indicated that the region responsible for increased turnover and 
transactivation potential was localized within the first 25 amino acids of CIITA-FIII and 
possibly within the very N-terminal end. The importance of the extreme N-terminal end 
of CIITA-FIII was confirmed by testing two additional N-terminal deletion mutants, in 
which the first 5 or 8 amino acids of CIITA-FIII were removed (A6, A9). Both truncated 
forms were stabilized (Fig. 3B, lanes 2-5). Thus the integrity of the extreme N-terminal 
end of CIITA-FIII is necessary for rapid turnover and transactivation. 
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Figure 3. Determination of protein half-life of different CIITA isoforms and mutants by 
western blotting after cycloheximide treatment A, B) HEK293-EBNA cells stably transfected 
with the indicated isoforms and deletion mutants of CIITA were either left untreated (0 h), or 
cultured for 2 h in the presence of 200 |xg/ml CHX before harvesting. CIITA protein expression 
was analyzed by western blotting with CIITA-specific antiserum K5. Protein expression levels 
were determined by densitometry analysis of x-ray films and are shown below each lane. Blots 
were stripped and re-probed with a Hsp90-specific antiserum as loading control. 
The first ten amino acids of CIITA-FIII behave like a portable degron and 
transactivation domain. Since even very short deletions of the CIITA-FIII led to 
stabilization of the protein and relative loss of transactivation potential, we wanted to test 
whether the N-terminal end of CIITA-FIII could act as a portable degradation and 
transactivation domain. We added the first 10 N-terminal amino acids of CIITA-FIII 
(MRCLAPRPAG) as an N-terminal extension to CIITA-A36, -A54 and -A102, thus 
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generating FIII-A36, FIII-A54 and FIII-A102 (Fig. 4). The HLA-DR cell surface 
expression of cells expressing the N-terminally extended forms is highly similar to those 
with truncated forms (Supplementary Fig. S6B). N-terminally extended forms showed 
lower steady-state protein expression levels (Fig. 4A), which were due to increased 
turnover (Fig. 4B). These experiments indicate that the first 10 amino acids of CIITA-
FIII confer increased turnover and a higher relative transactivation potential to the 
stabilized truncated forms of CIITA (Fig. 4C). 
N-terminal ends of other NTU proteins can act as portable degrons and 
transactivation domains. We next added the first 10 amino acids of the previously 
characterized NTU substrates Id2, Cdtl, Lmp2, and MyoD (12) as N-terminal extensions 
to CIITA-A36 (Fig. 5A). We tested also the first 10 amino acids of p53, which contains 
an N-terminal AAD, but has not been analyzed as a substrate for the NTU pathway. As a 
negative control we added the myc epitope tag, which has been shown to stabilize several 
NTU proteins and also CIITA-FIII, when added as a six fold repeat at the N-terminus of 
these proteins (12,29) (Fig. 3A, lanes, 10, 11). Highest steady-state protein expression 
levels were found for A36, p53-A36 and Myc-A36 (Fig. 5B, lanes, 3, 7, 10), intermediate 
levels for Lmp2-A36 and MyoD-A36 (lanes 8, 9) and lowest levels for CIITA-FIII, FIII-
A36, Id2-A36 and Cdtl-A36 (lanes 2, 4, 5, 6). All N-terminal extensions of known NTU 
substrates increased the turnover of A36 (Fig. 5C). As expected, N-terminal addition of 
the myc-tag had no effect on turnover of A36, while the first 10 amino acids of p53 
induced a minor destabilization (Fig. 5C, lanes 11, 12, 17, 18). Thus the N-terminal ends 
of these NTU proteins also can confer rapid turnover to a heterologous protein such as 
CIITA. 
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Figure 4. The first ten amino acids of CIITA-FIII act like a portable N-terminal degron and 
activation domain. A) Western blot analysis for CIITA protein expression of the indicated stable 
transfectants. CIITA was detected with serum K22. A long and a short exposure of the same 
western blot are shown. B) Protein turnover of the different CIITA forms was determined as in 
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figure 3. For this blot, 40 ng of protein was loaded for the constructs containing the added Fill 
ends (lanes 3, 4, 7, 8, 11, 12) and 20 |ig for those without (lanes 1, 2, 5, 6, 9, 10). C) The relative 
transactivation potential of different CIITA forms was determined as in figure 2D. The activities 
of A36, A54, and A102 were set at 100. Values are derived from three experiments. 
All constructs tested activated HLA-DR cell surface expression as determined by flow 
cytometry (Supplemental Fig. S6C). The N-terminal ends of Id2, Cdtl and MyoD all 
increased the transactivation potential of A36, with Id2 showing the strongest effect. N-
terminal addition of the first 10 amino acids of p53, Lmp2 or the myc-tag did not increase 
the transactivation potential of A36, even though Lmp2 increased the turnover of the 
construct. 
Analysis of amino acid residues contributing to degradation. No consensus sequence 
has been identified so far for NTU substrates (12). However, when we compared the 
sequences we found that they all contain several arginine and/or proline residues within 
their first 10 amino acids (Fig. 5A). We therefore replaced these residues with alanine 
residues either in CIITA-FIII or in A3 6 constructs with N-terminal extensions of the first 
10 residues of CIITA-FIII or MyoD (Fig. 6). Replacement of R2, P6, R? and P8 in CIITA-
FIII (FIII-4A; Fig. 6 B, lane 3; Fig. 6 C, lanes 3, 4) or FIII-A36 mutant (FIII-4A-A36, Fig. 
6B, lane 7; Fig. 6 C, lanes 9, 10) both led to a partial increase in stability. However, when 
only P<s, R7 and Pg were exchanged for alanine in the context of an FIII-A36 mutant, no 
increase in stability was observed (FIII-3A-A36, Fig. 6B, lane 6; Fig. 6C, lanes 11, 12). 
On the other hand, replacement of P6, P7, and R9 in MyoD-A3 6 with alanine led to a 
clearly increased stability (MyoD-3A-A36; Fig. 6C, lanes 17, 18). We also generated a 
mutant where residues 2-10 consisted only of alternating arginines and prolines (RP-A36; 
Fig. 6C, lanes 13, 14). This form was turned over at least as rapidly as CIITA-FIII. Taken 
together, these results show that arginine and proline residues can contribute to N-
terminal turnover. 
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Figure 5. N-terminal ends of NTU proteins increase turnover and transactivation of A36. A) 
N-terminal end sequences of the different constructs used. Arginine (R) and proline (P) residues 
in the added N-terminal ends are underlined. B) Western blot analysis for CIITA protein 
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expression of stable transfectants of the indicated constructs. CIITA was detected with serum K5. 
C) Protein turnover of the different CIITA forms was determined as in figure 3. 
In order to further define the transcriptional activation and destabilizing element at the N-
terminal end of CIITA-FIII, we introduced point mutations in amino acid positions two 
and three (R2C3) of CIITA-FIII (Fig. 6D). Stable transfectants of these forms in HEK293-
EBNA cells all showed similar levels of HLA-DR expression (Supplementary Fig. S6E). 
CIITA-FIII-MRC codes for a wild-type CIITA-FIII protein, but contains a shortened 5' 
UTR with an improved "Kozak" initiation context. CIITA-FIII-MRC shows the same 
turnover rate as CIITA-FIII (Fig. 6D, lanes 1, 2). A single amino acid exchange at 
position two (FIII-MAC) induced a partial stabilization (lanes 5, 6), while substitution of 
cysteine at position three alone (FIII-MRG, lanes 3, 4) did not have any stabilizing effect. 
However, simultaneous exchange of both amino acids led to a stabilization, which is 
comparable to CIITA-A36 (FIII-MAG, lanes 7, 8). We also tested the potential 
contribution of amino acid residues at positions two and three from CIITA-FI (N2N3) and 
CIITA-FIV (E2L3). CIITA-FIII-MNN was stabilized partially suggesting that the N-
terminal end of CIITA-FI is less important for turnover (Fig. 6D, lanes 9, 10), while 
CIITA-FIII-MEL (lanes 11, 12) showed a turnover rate comparable to wild-type CIITA-
FIII. Altogether these results show that arginine and proline residues close to the N-
terminal end contribute to rapid turnover. However the results also indicate that amino 
acid residues other than arginine at position 2 are compatible with rapid turnover and that 
residues further downstream can influence the turnover rate. 
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Figure 6. Amino acid analysis of N-terminal degradation sequences. A) N-terminal end 
sequences of mutated constructs based on full length CIITA-FIII (upper) or A36 with N-terminal 
extensions (lower). Mutated amino acid residues are underlined. B) Western blot analysis for 
CIITA protein expression of stable transfectants of the indicated constructs. CIITA was detected 
with serum K5. C, D) Protein turnover of the different CIITA forms was determined as in figure 
3. 
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CIITA-FIII binds more efficiently to the HLA-DRA promoter in vivo. The previous 
experiments showed that the N-terminal ends of CIITA-FIII and of other NTU proteins 
could serve as combined degradation signals and transactivation domains. In order to 
obtain indications how turnover is linked to transactivation potential, we analyzed in vivo 
binding of different isoforms and mutants of CIITA to the HLA-DRA promoter via 
chromatin immunoprecipitation (ChIP) assay. In vivo promoter recruitment of all forms 
of CIITA tested was similar, including CIITA-A54 and -A102 (Fig. 7B). Taking into 
account the steady-state protein expression levels of the different CIITA forms (see Fig. 
2) and the fact that HLA-DR expression is not at saturation levels in these cells 
(Supplementary Fig. S4A), this experiment suggests that CIITA-FIII is recruited more 
efficiently to the HLA-DRA promoter than the other more highly expressed forms. In 
addition, the ChIP experiment also shows that the observed reduced transactivation 
potential of the CIITA-A54 and -A 102 forms is not due to reduced in vivo recruitment to 
the HLA-DRA promoter. 
In order to compare the rate of transcription initiation between the different CIITA forms, 
we determined the levels of unspliced (nascent) HLA-DRA transcripts in the different 
transfectants using primers in exon 1 and intron 1 of the HLA-DRA gene (Fig. 7A). 
Nascent HLA-DRA transcript levels were highly similar to spliced mRNA levels (Fig. 
7C) suggesting that the observed differences in transcriptional activities of the different 
CIITA forms are not due to differences in transcriptional initiation versus elongation. 
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Figure 7. In vivo binding to the HLA-DRA promoter and HLA-II gene activation of 
different forms of CIITA. A) Schematic drawing of the HLA-DRA locus and location of 
primers for gene expression and ChIP analysis. B) CIITA/chromatin complexes from the 
indicated stable transfectants were immunoprecipitated with the CIITA-specific antiserum K22. 
The HLA-DRA promoter region was amplified using primers Fl and R1 and measured by QPCR. 
Values and standard errors are from four independent ChIP experiments. C) Mature (spliced) and 
unspliced HLA-DRA mRNA expression was determined by RT-QPCR. Absence of DNA 
contamination was confirmed by absence of amplification with samples not treated with reverse 
transcriptase (data not shown). Expression levels of CIITA-FIII expressing cells were arbitrarily 
set at 100. Values are derived from two of the cell preparations used for the ChIP analysis shown 
in(B). 
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CIITA-FIII interacts more efficiently with components of the transcription 
machinery and MHC-II promoter binding proteins. TADs work primarily by 
recruiting components of the transcription machinery to promoters (38). Increased 
recruitment of CIITA-FIII might therefore be due to more efficient interactions with such 
proteins. We therefore immunoprecipitated CIITA-FIII or the stabilized mutant CIITA-
A36 from stable transfectants and tested for the presence of co-immunoprecipitated 
proteins by western blotting (Fig. 8). About twofold more CIITA protein was 
immunoprecipitated from cells expressing CIITA-A36 compared to CIITA-FIII (Fig. 8A). 
Despite this feet, both the coactivator p300 and the TATA-box binding protein (TBP) 
were co-immunoprecipitated more efficiently with CIITA-FIII (Fig. 8B, C). The RW144 
mAb recognizes both p300 and the chromatin remodeling protein p400/Domino (34), 
and we observed a high molecular weight band corresponding to p400 only in the co-
immunoprecipitate of CIITA-FIII (Fig. 8B, lane 5). CIITA-FIII also interacted more 
efficiently with the RFX5 subunit of the RFX complex (Fig. 8D), which binds to the 
MHC-II promoter X-box element (39). Recently, Greer and colleagues showed that the 
19S ATPase S8 co-immunoprecipitates with CIITA and that knockdown of S8 led to 
reduced in vivo recruitment of CIITA to the HLA-DRA promoter in IFN-y treated HeLa 
cells (40). S8 also was co-immunoprecipitated more efficiently in cells expressing 
CIITA-FIII (Fig. 8E). Taking into account the twofold lower amount of 
immunoprecipitated CIITA-FIII (Fig. 8A), this experiment indicates a three- to fourfold 
more efficient interaction between CIITA-FIII and its protein partners compared to 
CIITA-A36. 
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Fig. 8. CIITA-FIII interacts more efficiently with protein partners. CIITA was 
immunoprecipitated from protein extracts of HEK293-EBNA cells stably transfected with empty 
EBS-NPL vector (lanes 1, 4), CIITA-FIII (lanes, 2, 5), or CIITA-A36 (lanes 3, 6) respectively. 
Input controls (lanes 1-3) or immunoprecipitated material (lanes 4-6) were separated by SDS-
PAGE (8% gel), blotted and analyzed by western blotting. The membrane was cut in half and the 
upper part was probed with antibodies for CIITA (A), stripped, and reprobed consecutively with 
antibodies for p300/p400 (antibody RW144) (B), RFX (D), and Hsp90 as a control (F), the lower 
part was hybridized with antibodies against TBP (C), stripped and reprobed for S8 using 
Reliablot secondary reagents (E). For input controls longer exposures are shown, with the 
exception of Hsp90. Ratios of band intensities of bands in lane 5 versus lane 6 are shown on the 
right. 
53 
Knock down of p300 expression does not affect CHTA-tumover. The more efficient 
interaction between CIITA-FIII and the coactivator p300 was intriguing, since p300 has 
been shown to act as an E4 ubiquitin ligase for p53 (41). To test the possibility that p300 
might affect the turnover of CIITA-FIII, we used lentiviral shRNA-expressing vectors to 
knock down p300 expression in stable HEK293EBNA/CIITA-FIII cells. Two different 
lentiviral p300-specific shRNA constructs led to a clear reduction of p300 steady state 
levels (Fig. 9B, lanes 3, 4). In these cells the steady state level of CIITA-FIII was also 
reduced (Fig. 9A, lanes 3, 4); however western blotting after CHX treatment did not 
indicate an effect on the turnover of CIITA-FIII (Fig. 9A, lanes 7-10). This suggests that 
down-regulation of p300 expression does not affect the turnover of CIITA. 
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Fig. 9. Knock down of p300 does not affect turnover of CIITA-FIII. HEK293-EBNA cells 
stably transfected with CIITA-FIII were left uninfected (Ni, lane 1), or infected with lentiviral 
vectors expressing either a scrambled control shRNA sequence (shSCR, lanes 2, 5, 6), or two 
different shRNA constructs specific for p300 (shp300 #1 and -2; lanes 3, 4, 7-10, note that order 
is inverted in lanes 3 and 4). Three days after lentivirus infection, cells were either left untreated 
(0 h), or cultured for 2 h in the presence of 200 (ig/ml CHX before harvesting. Steady state 
protein expression levels (lanes 1-4), or of CHX treated cells (lanes 5-10) were analyzed by SDS-
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PAGE, blotted and analyzed by western blotting. The membrane was first probed with antibodies 
for CIITA (A), stripped and reprobed for p300 (antibody RW128) (B), and Hsp90 (C). Protein 
expression levels and turnover were determined as in figure 3. For CIITA, protein levels in lane 2 
(for steady state expression levels, lanes 1 -4), and in lanes 5, 7, and 9 (CHX experiments, lanes 5-
10) were set at 100. For p300, protein levels in lanes 2 (for quantification of lanes 1-4) and 5 (for 
quantification of lanes 5-10) were set at 100. Note that samples in lanes 2-4, and lanes 5-10 are 
from independent lentivirus infections and protein isolations. 
DISCUSSION 
We show here that the extreme N-terminal end of CIITA isoform III acts as a portable 
degron and transactivation element. Several lines of evidence suggest that this 
degradation is mediated through the NTU pathway. In the majority of proteins the N-
termini are processed in several different ways and only a minority of proteins have a free 
a-amino group at the N-terminus. Only proteins containing amino acids in position 2 
with large side chains are resistant to N-terminal modification (13,14). Arginine is the 
amino acid with the bulkiest side chain, and thus CIITA-FIII (MRC...) is predicted to 
possess a free methionine group at its N-terminus. Addition of an N-terminal Myc-tag 
stabilizes CIITA-FIII, as has been shown for other NTU substrates (11,29,42). Evidence 
for the NTU pathway has been mostly indirect, and only two interactions of ubiquitin 
with an N-terminal a-amino group have so far been demonstrated (43,44). Obtaining 
direct proof that CIITA-FIII is an NTU substrate is complicated by the fact that neither 
end of the protein is available for epitope-tagging, which would be helpful for 
purification. The N-terminus obviously has to remain free, and our attempts to tag CIITA 
on the C-terminal end have always led to non-functional proteins (unpublished 
observations). We are currently exploring the possibility to tag CIITA at an internal site. 
Addition of the first 10 amino acids of CIITA-FIII increases the turnover of stabilized 
truncated proteins, and thus the N-terminal end of CIITA-FIII behaves like a portable 
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degron. Interestingly, the N-terminal ends of several known NTU substrates were also 
able to induce increased turnover on CIITA-A36. No consensus sequence for the NTU 
pathway has been defined (12), but we found that all sequences contained several proline 
and arginine residues. Mutational analysis indicated that these residues contribute to rapid 
degradation and an artificial N-terminal end composed only of proline and arginine 
residues was also able to destabilize CIITA-A3 6. 
While the present work provides a first analysis of the contribution of specific residues to 
N-terminal turnover, the rules for the recognition of degradation substrates need to be 
clarified further. The situation is particularly intriguing for glutamate in the second 
position, which is the smallest of the amino acids that may be resistant to cleavage by 
methionine amino peptidase (14). Several known NTU substrates tested here and by 
other groups contain glutamate in position 2, such as MyoD (MELL...), LMP1 
(MERD...), and pl6INK4a (MEPA...) (11,42,43). On the other hand, several N-terminal 
ends of stabilized proteins tested here also contain glutamate at position 2: CIITA-FIV 
(MELG...), CIITA-A36 (MELL...), and the myc-tag (MEQK...; see Fig. 5). 
Furthermore, when we replaced amino acid positions 2 and 3 in CIITA-FIII with those of 
CIITA-FIV, this construct was still rapidly turned over (FIII-MEL; Fig 6D). Thus N-
terminal ends of proteins with glutamate at position 2 may be stabilizing or destabilizing, 
most probably dependent on residues further downstream. 
We show here for the first time that the extreme N-terminal end of a protein not only 
induces protein turnover, but contributes also to transcriptional activation, and that this 
activity can be transferred via very short sequences to a heterologous protein. It is 
essential that the N-terminal end of this sequence remains free, since N-terminal epitope 
tagging leads to stabilization and relative loss of transactivation potential (Supplementary 
Fig. S3) (29). While the contribution of the N-terminal end of CIITA-FIII to 
transcriptional activation is quite evident, it has to be stressed that this is a relative 
contribution to transcriptional activation, and CIITA forms that have higher stability and 
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a resulting higher steady-state level of expression such as CIITA-FIV and CIITA-A36 
show the same overall activity of MHC-II activation. Almost invariably, TADs contain 
multiple, sometimes very short sequence elements that appear to work cooperatively, and 
which show little activity when expressed on their own (45). CIITA is no exception and 
our N-terminal truncation and mutation analysis indicates that, in addition to the N-
terminal end of CIITA-FIII, at least three regions within the N-terminal AAD (regions 
36-54, 54-102, and downstream of position 102) contribute to transactivation (this work, 
and (29)). Fontes and colleagues showed that internal deletions of residues 51-71 and 84-
103 reduced transcriptional activity of CIITA (46) and residues 59-94 have been shown 
to interact with the co-activator CBP (47). Our N-terminal deletion analysis indicates 
that residues 36-54 make a major contribution to the transactivation potential of CIITA. 
All sequence elements of CIITA with transcriptional activity also contribute to turnover. 
This is not only true for the N-terminal end of CIITA-FIII but also for the internal regions 
within the CIITA AAD contributing to transactivation. While the N-terminally truncated 
forms of CIITA are stabilized when compared to CIITA-FIII, they remain proteins with a 
relatively rapid turnover and CIITA-FIV, -A36, -A54 and -A102 all show half-lives of 
less than 2 hours. Thus, we have been unable to dissociate turnover from transactivation. 
Recently, Greer and colleagues found that expression of an HLA-DRA dependent 
reporter gene was reduced, when CIITA-transfected and IFN-y induced HeLa cells were 
incubated with the proteasomal inhibitor MG132 (40). While this finding is in agreement 
with our results, Greer and colleagues had reported earlier that mono-ubiquitination of 
CIITA contributed to transactivation in a non-degradative manner (30). In addition to the 
stability of (N-terminally tagged) CIITA as discussed already above, this conclusion was 
mainly based on the finding that overexpression of a ubiquitin mutant, in which all 
lysines were mutated to arginine ("mono-ubiquitin"), increased the Flag-CIITA 
dependent expression of an HLA-DRA promoter reporter gene and recruitment to the 
HLA-DRA promoter in ChIP assays (30). CIITA protein expression levels were not 
analyzed in these experiments. Surprisingly, we found in very similar experiments that 
overexpression of wild-type or mono-ubiquitin induced a clear increase in the steady-
57 
state protein expression levels of both untagged and N-terminally tagged CIITA-FIII 
(Supplementary Fig. S7). Thus it would be difficult to interpret such experiments in terms 
of the transcriptional activity of CIITA, without taking CIITA protein expression levels 
into account. 
We show here that CIITA-FIII interacts three to fourfold more efficiently with proteins of 
the transcription machinery, such as p300, p400, and TBP, with MHC-II promoter 
binding proteins such as RFX5, and with the 19S ATPase S8. These co-
immunoprecipitations most probably reflect interactions in solution independently of 
binding to chromatin. While p300/CBP and S8 where shown to interact directly with the 
AAD of CIITA, the interaction domain of CIITA with RFX5 was mapped to the GTP-
binding domain of CIITA (25,40). Thus the presence of the N-terminal end of CIITA-
FIII mediates more efficient interactions with protein partners also indirectly, possibly in 
form of a large multi-protein complex. This preformed complex may be more efficiently 
recruited to the MHC-II promoters through multiple interactions. Interaction of CIITA 
with protein partners in solution would also fit well with our earlier observation that rapid 
turnover of CIITA is still observed when CIITA-FIII is co-expressed with a strong 
dominant negative CIITA-mutant lacking the AAD and P/S/T domains (NLS-L335), 
which competes very efficiently for DNA binding (22,29,32). This suggests that rapid 
turnover of CIITA-FIII is not dependent on promoter recruitment. 
Efficient recruitment of CIITA-FIII and interaction with the 19S ATPase S8 also fits well 
with the recent finding that mono-ubiquitination protected Gal4 from being "stripped off' 
its promoter by 19S ATPases, both in vitro and in vivo (48,49). The main difference is 
that in the case of CIITA, efficient recruitment to the promoter is linked to protein 
turnover, whereas Gal4 is relatively stable (50). 
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In conclusion we show here that the N-terminal end of CIITA-FIII is important for rapid 
protein turnover and transactivation. Increased transactivation potential appears to be 
mainly due to increased promoter recruitment through more efficient interaction with the 
transcription machinery and promoter binding proteins. Since several other N-terminal 
ends of known NTU proteins are able to function very similar to the N-terminal end of 
CIITA-FIII, it is to be expected that this mechanism also applies to other transcriptional 
regulators. 
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Supplementary information for Beaulieu et al,: 
CIITA N-terminal turnover and transactivation 
SUPPLEMENTARY MATERIALS AND METHODS 
Transient transfections. HEK293-EBNA cells were transiently transfected by CaP04 
transfection in 60 mm cell culture dishes using 500 ng of CIITA-expression vectors, 100 
ng of EBS-EGFP and completing to 2.5 ng of DNA with empty EBS-NPL vector. Cells 
were analyzed by flow cytometry and proteins harvested 3 days after transfection. For 
determination of HLA-DR expression levels by flow cytometry, cells were gated on 
EGFP-positive cells. 
Supplementary figure S1 
Beauit'eu et al. 
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Supplementary Figure SI. K120 and I120F121 isoforms of C I I T A are generated through 
alternative splicing. The genomic context of splice junctions of exons 4 and 5 of human CIITA 
is shown. The splice donor (gt) and alternative splice acceptor (ag) nucleotides are underlined. 
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Supplementary figure S2 
Beaulieu et al. 
Amount loaded (Fill) 
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Protein loaded on gel (r.gi 
Supplementary Figure S2. CIITA protein quantification through western blotting. A) 
Protein was extracted from HEK293-EBNA cells transiently transfected with 500 ng of CIITA-
FIII. The indicated amounts of protein were loaded on a 6 % gel, separated and blotted with 
antiserum K5. B) Quantification of bands was carried out as described in Materials and Methods. 
The quantification shown was obtained from a duplicate of experiments. Note that CIITA protein 
expression levels in these transient transfections are considerably higher than in stable 
transfectants (data not shown). 
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Supplementary Figure S3. CIITA expression levels and transactivation potential in 
transient transfections. Transient transfection in HEK293-EBNA cells were carried out as 
described in Supplemental methods. A) Western blot analysis of Myc6-CIITA-FIII (lane 1) and 
CIITA-FIII (lane 2). CIITA was detected with serum K5. B) Western blot analysis of indicated 
CIITA forms. CIITA was detected with antiserum K22. The figure is derived from a single blot, 
but intervening bands were cut. C) Determination of relative transactivation potential of different 
CIITA forms based on MFI values of cell surface HLA-DR expression (gated on EGFP-positive 
cells) compared to CIITA protein expression levels. The activity of CIITA-FIII was set at 100. 
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Fill FIV j36 ^54 A102 
wb.: anti-CIITA (N-term) 
Supplementary Figure S4. Analysis of the phosphorylation of different CIITA forms. 
Protein extracts from cell lines stably transfected with the indicated CIITA forms were either left 
untreated (odd lanes numbers) or treated with ^-phosphatase (even lane numbers), separated by 
SDS-PAGE, blotted and probed with the CIITA-specific antiserum K5. 
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Supplementary Figure S5. Protein turnover of transfected CIITA-FI and CIITA-FIII, and 
of endogenous CIITA in Raji cells. A) HEK293-EBNA cells stably transfected with CIITA-FIII 
were either left untreated (0 h), or cultured for 1, respectively 2 h in the presence of 200 |ig/ml 
CHX before harvesting. CIITA protein expression was analyzed by western blotting with CIITA-
specific antiserum K5. Protein expression levels were determined by densitometry analysis of x-
ray films and are shown below each lane. B) Protein turnover of endogenous CIITA in the Burkitt 
lymphoma cell line Raji (lanes 2-5) was determined by pulse chase experiment on 35S 
metabolically labeled cells as described (Schnappauf et al, 2003). Lane 1 shows an 
immunoprecipitation reaction at time point 0 h with an extract from RJ2.2.5, a Raji-derived cell 
line in which both alleles of CIITA are deleted (Steimle et al, 1993). The position of CIITA is 
indicated (arrow). Raji cells express predominantly CIITA-FIII (Muhlethaler-Mottet et al, 1997). 
C) Protein turnover of CIITA-FI (lanes 2-4) and CIITA-FIII (lanes 5-7) in transiently transfected 
HEK293-EBNA cells was determined by pulse chase analysis. 
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Supplementary figure S2 
Beaulieu et al. 
Supplementary Figure S6. HLA-DR cell surface expression of CIITA-transfected cell lines. 
HLA-DR cell surface expression was determined by staining with the HLA-DR-specific mAB 
HK14 coupled to Quantum Red (Sigma) and analysis of live cells by flow cytometry 
(FACScalibur). A) Myc-A36 transfected cells are shown after 1 week (lane 2) or two weeks of 
hygromycin B selection (lane 3). B) HLA-DR expression of the cell lines used for the 
experiments shown in Figure 4. C) HLA-DR expression of the cell lines used for the experiments 
shown in Figure 5. D) HLA-DR expression of the cell lines used for the experiments shown in 
Figure 6A. E) HLA-DR expression of the cell lines used for the experiments shown in Figure 6D 
(lanes 1-7) and Figure 3B (lanes 8,9) respectively. 
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Supplementary Figure S7. Effect of overexpression of ubiquitin on CIITA protein levels. 
HEK293-EBNA cells were transiently transfected with 500 ng EBS-CIITA-FIII or EBS-Myc6-
CIITA-FIII and 1.5 |ig of ubiquitin expression plasmids or empty expression vector (EBS-NPL) 
as indicated. His-ubi and HA-ubi expression constructs were generously provided by Dr. D. 
Bohmann. In the HA-mono-ubi construct all lysine residues were replaced by arginine. Protein 
was extracted after three days and analyzed for CIITA expression by western blotting with 
CIITA-specific antiserum K5. Protein quantification is shown below the blot. Expression levels 
of CIITA-FIII (lane 2) and Myc6-CIITA-FIII (lane 6) were set at 100. The blot was stripped and 
reprobed with an Hsp90-specific antiserum as a loading control. 
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B e a u l i e u e t al. 
Table 1 : Q-PCR oligonucleotide primers for gene expression and ChIP analysis 
# Target Sequence (5* 3') Gene position (bp)3' 
FI 
HLA-DRA proximal 
promotor 
atttttctgattggccaaagagtaatt -62 t o - 3 6 
R1 HLA-DRA proximal promotor aaaag aaaa gaga atgtg gggtgtaa nS to + 1 6 
F2 HLA-DRA exon 1 ttttattcttgtctgttctgcctcactc + 1 4 t o - 4 2 
R2 HLA-DRA intronl ccagatttcattccctcagcacctac +165 t o + 1 9 0 
F3 HLA-DRA exon4 ccctgggcctgactgtg g +3939 t o + 3 9 5 6 
R3 HLA-DRA exon5 ctatagggctggaaaatgctgaag +4887 to +4910 
F4 b i HLA-DRB1 exon 3 agaccctggtgatgctggaaatagtt +6151 t o + 8 1 7 1 
R4b i HLA-DRB1 exon4 cag cecggccccaag gaag age +9014 t o + 9 0 3 5 
3) Numbering refers to GeneBank geresequence 
-HLA-DRA: ACCESSION NCJ300Q06REGION:3251562;..S252£J801 
-HLA-DRBI : ACCESSION NC.0000Q6 REGION: com plemenH'32654S27„ 32S65559) 
b) HLA-DRB specific d igonuclsotides hybridia? to conserved regions common to all expressed H LA-DRB loci 
73 
CHAPITRE 3 
RESULTATS COMPLEMENT AIRES 
3.1 Resultats complementaires: 
CIITA est recrute au promoteur de fa^on directement proportionnelle a sa quantite 
cellulaire. Un probleme potentiel de notre approche experimentale decrite ci-haut etait 
que dans les lignees des transfectants stables, la forme CIITA A3 6 6tait exprimee a un 
niveau nettement plus eleve que CIITA Fill. II etait done possible que notre estimation 
des activity relatives du pouvoir de transactivation et l'efficacite du recrutement au 
promoteur des differentes formes de CIITA fussent faussees par une saturation proteique 
au promoteur. Pour repondre a cette question, nous avons essaye de generer des lignees 
de transfectants stable exprimant les variantes de CIITA au meme niveau proteique. 
Malheureusement, ces tentatives ont echoue, et nous etions done forces de nous tourner 
vers une approche par transfection transitoire. Une faible quantite de CIITA-FIII a ete 
utilisee et les quantites variables d'ADN transfectees des formes A36 et FIII-A36 ont ete 
utilisees par la suite pour obtenir le meme niveau proteique que CIITA-FIII. La 
quantification de 1'immunobuvardage de type Western montre qu'il a ete possible 
d'obtenir des quantites similaires de CIITA-FIII, A36 et FIII-A36 (Resultats compl. 1A et 
B). Des resultats similaires aux experiences precedentes ont ete obtenus, soit que la 
quantite de CIITA-FIII et FIII-A36 sont semblables en transfectant la meme quantite 
d'ADN, tandis que A36 est beaucoup plus present. II faut transfecter cinq fois moins de 
A3 6 pour obtenir la meme quantite proteique que Fill. Lors des essais 
d'immunoprecipitation de la chromatine (ChIP) de CIITA avec l'anticorps K5 a partir des 
extraits de chromatine de ces memes cellules, nous avons pu constater avec surprise que 
la quantite de CIITA au promoteur des genes HLA-DRA etait directement 
proportionnelle a sa quantite cellulaire (Resultats compl. 1C), independamment de la 
forme de CIITA utilisee. II est impossible pour 1'instant de dire laquelle des deux 
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approches reflete mieux la realite. Les transfections transitoires ont l'avantage de pouvoir 
varier la dose de CIITA exprimee. Cependant, 1'analyse de l'expression des molecules 
CMH II a la surface de ces cellules par FACS a montre que l'expression des CMH II (et 
par consequent fort probablement de CIITA) dans ces cellules est tres heterogene 
(donnees non montrees). Ceci pourrait aussi entrainer des artefacts. Idealement, ces 
experiences seront repetees avec des lignees cellulaires qui expriment les differentes 
formes de CIITA de maniere reglable. 
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Figure complementaire 1. CIITA est present au promoteur en proportion de son niveau 
cellulaire. A) Les cellules HEK293-EBNA ont etd transferees de faqon transitoire avec les 
formes et quantity de CIITA indiquee. L'expression proteique de CIITA a ete analysee par 
immunobuvardage de type western avec l'anticorps specifique a CIITA, K5. B) L'expression 
proteique de CIITA ci-haut a ete quantiflee par analyse densimetrique d'un film CL-XPosure 
(Pierce) et est montree pour chaque ligne. C) Les complexes CIITA/chromatine des transfections 
transitoires ci-haut ont ete immunoprecipites avec l'anticorps specifique a CIITA, K5. La region 
du promoteur de HLA-DRA a 6te amplifiee avec les amorces FI et R1 (Suppl. Table 1) et mesurg 
par PCR quantitatif. Les valeurs et l'erreur type proviennent de 3 ChIP independants mesures en 
duplicata. 
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CHAPITRE 4 
DISCUSSION 
Selon nos hypotheses de depart, la degradation de CIITA aurait un role sur son activite 
transcriptionnelle et sa partie N-terminale contribuerait de fa?on importante a cette 
activite en interagissant avec d'autres proteines du mecanisme transcriptional, via 
l'ubiquitination ou via d'autres interactions. Dans cette etude, ces hypotheses ont toutes 
deux ete verifiees et demontrees. 
Le premier objectif du projet etait d'analyser les signaux de degradation (degrons) et 
l'etablissement de la relation entre la degradation et le potentiel d'activation de CIITA. 
Plusieurs etapes ont ete requises pour atteindre cet objectif. 
Tout d'abord, nous devions etre en mesure de quantifier les genes du CMH II transcrits 
par rapport a la quantite proteique de CIITA, ce que nous appelons le potentiel de 
transactivation (Fig.2). Avec cette methode, nous sommes en mesure de comparer entre 
elles la capacite d'activation de plusieurs proteines qui activent le meme gene. Les 
methodes de quantification que nous avons utilisees sont, pour la quantification proteique 
de CIITA, l'immunobuvardage de type Western (Fig.2.C) et pour la quantification des 
genes du CMH II, la cytometric de flux (Fig.2.A). L'expression des molecules CMH II a 
la surface correle tres bien avec les taux d'ARNm comme nous le montrons dans la 
figure, justifiant ainsi l'utilisation de la cytometric de flux (Fig.2.B). 
Dans notre cas 1'analyse de l'activation des differentes formes de CIITA en plus de 
l'analyse de leur presence proteique a permis d'obtenir des valeurs d'activation relative 
pour chaque isoforme et mutant de CIITA, demontrant ainsi que CIITA-FIII est la plus 
77 
active. II avait ete demontre que l'extremite N-terminale de CIITA-FIII lui est essentielle 
pour sa degradation rapide et que l'ajout d'un epitope a son extremite N-terminale 
augmente sa demi-vie (Schnappauf et al, 2003). Dans notre etude, en plus de confirmer 
ces faits, nous etablissons egalement que l'ajout d'un epitope Myc conduit a une perte du 
potentiel de transactivation (Fig. Suppl. S3). La difference de l'extremite entre les 
isoformes I et IV de CIITA semble stabiliser la proteine et leur augmentation de presence 
proteique induit une baisse de plus de 75% de leur activite relative respective (Fig.2.D). 
Lorsque nous introduisons une deletion dans l'extremite N-terminale du domaine 
d'activation de CIITA-FIII (entre 5 et 102 acides amines), ceux-ci induisent egalement 
une augmentation de la presence proteique et la baisse consequente du potentiel 
d'activation (Fig.2.D). Cette baisse est d'ailleurs amplifiee par une diminution de leur 
transactivation des genes du CMH II (Fig.2.A). 
La determination de la demi-vie de ces memes isoformes et mutants a permis ensuite de 
demontrer que les residus libres de l'extremite N-terminale induisaient cette degradation 
rapide de CIITA-FIII. La hausse de la quantite proteique est due a une stabilisation de la 
degradation de CIITA (Fig.3). En effet, nous pouvons noter que les demi-vies de 
l'isoforme IV et des autres deletions (de A6 a A102) sont augmentees de beaucoup par 
rapport a CIITA-FIII. Soutenant de ce fait qu'il y aurait une correlation entre la 
degradation de CIITA et l'activation de la transcription par l'extremite N-terminale de 
CIITA-FIII. 
Le signal de degradation de CIITA-FIII a par la suite ete caracterise en demontrant que 
les dix premiers acides amines de CIITA agissent corame un signal de degradation et 
comme domaine d'activation transferable (Fig.4). En transferant les 10 premiers acides 
amines de l'extremite N-terminale de CIITA-FIII aux deletions, nous sommes en mesure 
de noter un retablissement de la degradation de ces mutants deletes a un niveau presque 
semblable a celui de CIITA-FIII (Fig.4.A et B). Cette destabilisation permet de la sorte 
une augmentation du potentiel de transactivation de chacune des deletions (Fig.4.C). II 
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nous a aussi ete possible de determiner que c'est plus precisement les residus 2 et 3 qui 
sont essentiels pour une degradation rapide de CIITA-FIII. Une modification des deux 
acides amines a l'extremite N-terminale de CIITA-FIII induit une stabilisation du mutant 
(Fig.6.D). 
Ces demonstrations nous amenaient de plus en plus a l'importance de l'extremite N-
terminale de CIITA-FIII pour sa degradation. Les deux mecanismes principaux 
impliquant cette extremite demeurent etre le N-End Rule et l'ubiquitination N-terminale. 
Chez la majorite des proteines, l'extremite N-terminale est modifiee de plusieurs ta?ons 
et seulement une minorite de proteines conservent leur extremite N-terminale intact. 
Uniquement les prolines qui contiennent en position 2 un acide amine avec une grosse 
chaine laterale sont resistantes aux modifications N-terminales (Meinnel & Giglione, 
2008; Meinnel et al, 2006). L'arginine presente chez CIITA-FIII est l'acide amine avec la 
plus grosse chaine laterale et on s'attend a ce que la methionine de cette extremite soit 
conservee. Dans le cas du N-End Rule, l'extremite N-terminale destabilisante est generee 
par clivage proteolytique et l'ubiquitination se fait de maniere conventionnelle sur une 
lysine interne qui se trouve normalement a proximite de l'extremite N-terminale (Mogk 
et al, 2007). II est vrai que selon le N-End Rule une arginine comme premier acide amine 
est la plus destabilisante, mais comme l'arginine en position 2 d'une proteine empeche le 
clivage de la methionine N-terminale elle devient un acide amine stabilisant, selon le N-
End Rule, si elle se trouve dans cette position (Mogk et al, 2007; Meinnel & Giglione, 
2008; Meinnel et al, 2006). De plus, la premiere lysine interne se trouve a la position 116 
de CIITA Fill, ce qui serait inhabituel pour une proteine degradee selon le mecanisme de 
N-End rule. Dans l'ensemble, il parait peu probable que CIITA-FIII soit degrade selon le 
N-End rule. 
Les demonstrations du mecanisme d'ubiquitination N-terminale sont pour la plupart 
indirectes et seulement 2 interactions de l'ubiquitine au groupe a-amine de la methionine 
en position 1 ont ete demontrees jusqu'a maintenant (Ben-Saadon et al, 2004; Coulombe 
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et al, 2004). Pourtant, en ajoutant les 10 premiers acides amines de substrats connus pour 
l'ubiquitination N-terminale (Aviel et al, 2000; Breitschopf et al, 1998; Schnappauf et al, 
2003), nous demontrons que CIITA-FIII semble se comporter exactement comme ces 
substrats (Fig.5). En joignant nos resultats indiquant que l'addition N-terminale d'une 
etiquette Myc stabilise CIITA-FIII (Fig.3.A) avec l'effet des substrats de la degradation 
N-terminale connus, nos resultats suggerent fortement que CIITA Fill est degrade de la 
meme maniere que ses substrats, soit par ubiquitination N-terminale. 
Jusqu'a maintenant, aucune sequence consensus n'a ete definie pour l'ubiquitination N-
terminale (Ciechanover & Ben-Saadon, 2004). En comparant les differentes sequences, 
nous avons decouvert que toutes ces sequences contiennent plusieurs residus de proline et 
d'arginine (Fig.6.A). En mutant ces residus, nous avons constate une baisse de la vitesse 
de degradation, tandis qu'un mutant ne contenant que des residus de proline et d'arginine 
au N-terminale permet une augmentation de la degradation de CIITA-A36 (Fig.6B et C). 
Nos travaux fournissent la premiere analyse de la contribution des residus spedfiques a la 
degradation N-terminale (Fig.6). Egalement, nous demontrons pour la premiere fois que 
l'extremite N-terminale d'une proteine ne fait pas qu'induire la degradation, mais 
contribue aussi a l'activation de la degradation et que la sequence comportant cette 
activite peut etre transferee a une autre proteine heterologue. 
Les resultats presentes ici suggerent egalement que la region 36 a 54 de CIITA isoforme 
III contient un element important d'activation transcriptionnelle (Fig.2.A). Dans la 
plupart des cas, les domaines d'activation de la transcription sont composes de petites 
sequences qui semblent cooperer. Lorsque ces sequences sont isoiees, leur activite sur la 
transcription est beaucoup plus faible (Triezenberg, 1995). Dans le cas de CIITA, il a 
precedemment ete demontre qu'une deletion interne des residus 51-71 et 83-103 reduit 
l'activite transcriptionnelle de CIITA (Fontes et al, 1997), et la region 59 a 94 a ete 
rapportee d'etre necessaire pour une interaction de CIITA avec le co activateur CBP (Zhu 
& Ting, 2001). Etant donne la diminution considerable du pouvoir d'activation pour la 
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deletion CIITA-A54, nous croyons que le domaine d'activation acide de CIITA-FIII 
comporterait au moins 3 regions contribuant a la transactivation des genes du CMH II en 
plus de l'extremite N-terminale; la region 36-54, 54-102 et en aval de la position 102 
(Fig.2 et (Schnappauf et al, 2003)). II est a noter que la sequence (F50YD52QMDL56) de 
l'isoforme III de CIITA correspond a un motif de liaison a p300/CBP (FXD/EXXXL) 
comme il a ete retrouve sur la proline El A et plusieurs autres proteines virales et 
cellulaires (Pelka et al, 2008). La mutagenese ciblee des residus 50, 52 et 56 de CIITA 
Fill pourra eclaircir s'il s'agit ici effectivement d'un motif d'interaction avec ces co 
activateurs importants. 
Dans leur ensemble nos resultats suggerent fortement que le pouvoir de transactivation de 
CIITA est intimement lie a sa degradation. Ceci est en disaccord avec les resultats de 
Greer et collegues, qui ont suggere que 9a serait plutot la mono-ubiquitination de CIITA 
qui augmente son activite transcriptionnelle par un mecanisme independant de la 
degradation (Greer et al., 2003). Comme deja mentionne auparavant, la tres grande 
majorite des resultats obtenus dans cette publication reposent sur l'utilisation d'une 
construction de CIITA (isoforme III) etiquetee a son extremite N-terminale avec une 
etiquette FLAG, et laquelle, en accord complet avec nos resultats, est fortement stabilisee 
avec une demi-vie de plus de 4 heures (Greer et al., 2003). Ceci ne reflete 6videmment 
pas du tout la situation physiologique de la degradation rapide de l'isoforme III de 
CIITA. De plus, la mono-ubiquitination de CIITA n'a jamais ete montree directement. 
Cette conclusion est plutot basee sur l'observation que la surexpression de mono-
ubiquitine (un mutant d'ubiquitine sans lysines internes) augmente l'expression d'un 
gene rapporteur controle par le promoteur d'un gene HLA-DRA, additionne par une 
augmentation du recrutement de Flag-CIITA a ce meme promoteur (Greer et al, 2003). 
Lors de ces etudes, le niveau d'expression proteique de CIITA n'a cependant pas ete 
analyse. Lorsque nous avons entrepris des experiences similaires, il nous a ete possible de 
noter qu'une surexpression d'ubiquitine ou de mono-ubiquitine induit une augmentation 
tres nette de l'expression proteique de CIITA-FIII et de la version etiquetee en N-
terminal (Fig. Suppl. S7). Ainsi, il serait difficile d'interpreter de tels resultats en termes 
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de l'activite transcriptionnelle de CIITA, sans prendre en compte son expression 
proteique. Recemment, l'equipe de Greer a demontre que l'expression d'un gene 
rapporteur dependant de HLA-DRA etait reduite lorsque des cellules Hela, transferees 
avec CIITA ou traitees avec 1'IFN-y, sont incubees avec l'inhibiteur du proteasome 
MG132 (Bhat et al, 2008). Ceci correle tres bien avec nos resultats. 
Le dernier objectif du projet etait de caracteriser les evenements en aval suite a l'arrivee 
de CIITA au promoteur du CMHII. II nous a ete possible de demontrer que CIITA-FIII 
interagit de 3 a 4 fois plus efficacement avec les proteines de la machinerie 
transcriptionnelle, telle que p300, p400 et TBP (Fig. 8). II interagit plus efficacement aussi 
avec les proteines qui se lient au promoteur des genes du CMH II, comme RFX5 et 
l'ATPase S8 du proteasome 19S. Pour p300/CBP et S8, il a deja ete demontre qu'ils 
interagissent directement avec le domaine d'activation acide de CIITA, tandis que RFX5 
se lie au domaine de liaison GTP de CIITA (Ting & Trowsdale, 2002). Ces resultats sont 
egalement en accord avec ceux qui evoquent que l'ATPase S8 lierait CIITA (Bhat et al, 
2008) et CBP (Koues et al, 2008). Cependant, il est possible que l'extremite N-terminale 
de CIITA-FIII n'induise qu'une interaction plus efficace avec ses partenaires que lorsqu'il 
forme un large complexe multi proteique. Ce complexe preforme pourrait etre recrute de 
fa9on plus efficace aux promoteurs des genes du CMH II suite a plusieurs autres 
interactions. Neanmoins, les dernieres experiences d'hrnnunoprecipitation de la 
chromatine (ChIP) avec CIITA en comparaison avec CIITA-A36, nous indiquent que le 
recrutement au promoteur de CIITA est seulement influence par sa quantite cellulaire 
(Resultats compiementaires 1A et B). 
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CHAPITRE 5 
CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
Bien que nos resultats suggerent que CIITA-FIII est un substrat de l'ubiquitination N-
terminale, il reste a demontrer que c'est effectivement le cas. La construction d'une version 
fonctionnelle de CIITA doublement etiquetee pour la purification de CIITA permet d'obtenir 
la demonstration de l'ubiquitination N-terminale de CIITA-FIII par une analyse de 
spectrometrie de masse. Cependant, la purification de CIITA est compliquee, car aucune 
extremite de la proteine n'est disponible pour etiquetage. L'extremite N-terminale doit 
evidemment etre libre et les tentatives d'etiqueter l'extremite C-terminale ont toujours resulte 
en une proteine non fonctionnelle (resultats non publies). Recemment, nous avons reussi a 
creer une version fonctionnelle de CIITA-FIII etiquetee dans un site interne (position 161). 
Des tentatives de purifications sont en cours (Astrain, Beaulieu et Steimle, en preparation). 
Ensuite, il serait particulierement interessant d'identifier des ubiquitines ligases impliquees 
dans la degradation et le mecanisme de transactivation de CIITA. Pour 1'instant, une seule E3 
ubiquitine ligase (DDB1) a ete impliquee dans un mecanisme d'ubiquitination N-terminale, et 
ce, pour le substrat Cdtl (Senga et al, 2006). Un autre candidat potentiel serait p300, qui a ete 
identifie comme ubiquitine ligase de type E4 generant la poly ubiquitination de p53 
(Grossman et al, 2003) et qui interagit avec CIITA-FIII (Fig.8.B). Nos tentatives d'inhiber 
l'expression de ces deux proteines par une approche de « knock-down » lentiviral n'ont pas 
ete concluantes. Bien que la reduction de l'expression proteique de DBB1 ou p300 ait ete 
substantielle, 1'inhibition n'etait clairement pas complete. Sous ces conditions, la degradation 
de CIITA-FIII n'etait pas affectee (Fig.9 et resultats non montres). Une purification des 
proteines associees a CIITA via 1'etiquette interne en tandem pourra egalement etre 
informative pour 1'elucidation de son mecanisme de degradation. 
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En resume, je crois que ce travail a permis de caracteriser de fa?on minutieuse l'extremite N-
terminale de CIITA, et de demontrer qu'elle est d'une importance capitale pour une 
degradation rapide et pour son activite de transactivation. L'augmentation du potentiel de 
transactivation semble principalement due a un recrutement plus efficace des proteines de la 
machinerie transcriptionnelle par les partenaires de CUTA-FIII. Etant donne que plusieurs 
autres extremites N-terminales de proteines, connues pour etre degradees par l'UNT, sont en 
mesure de fonctionner de fa?on tres similaire a l'extremite N-terminale de CIITA-FIII, on peut 
s'attendre que ce mecanisme s'applique aussi a d'autres regulateurs transcriptionnels. 
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